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\ft (57) Abstract: The invention relates to methods and compositions for the selection and development of novel pharmacological 

CP agents or novel medicaments having properties or action mechanisms which are original. The invention specifically describes the 

^5 characterization and identification of the functional role of several constitutive elements of the central nervous system playing a role 

fT) in the metabolism or transport of xanthurenic acid (XA) or involved in receiving and/or transducing the signal mediated by said 

O substance. Said targets are new tools for the definition and selection of novel synthetic chemical substances, interfering with said 

^ targets and modulating the functions of XA in order to benefit from the pharmacological or medicamentous advantages thereof. The 



invention can be primarily used to treat neurological or mental pathologies and diseases. 
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(57) Abrege : La presente invention concerne des m6thodes et compositions pour la selection et le developpement de nouveaux 
agents pharmacologiques ou de nouveaux medicaments poss£dant des propri^tes ou des mecanismes d'action originaux. La presente 
invention decrit notamment la caracterisation et V identification du role fonctionnel de plusieurs elements constitutifs du systeme 
nerveux central, jouant un r61e dans le m&abolisme ou le transport de l'acide xanthurenique (XA) ou impliques dans la reception 
et/ou la transduction du signal medie par celie substance. Ces cibles sont de nouveaux outils pour la definition et la selection de 
nouvelles substances chimiques de synthese, interferant avec ces cibles et modulant les fonctions de XA pour en firer des profits sur 
le plan pharmacologique ou meclicamenteux. Le domaine d 'application de Tinvention est, en premier lieu, le traitement d' affections 
et de maladies neurologiques ou meritales. 
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IDENTIFICATION DE MODULATEURS DE L'ACTIVITE NEUROTRANSMETTEUR DE L'ACIDE 
XANTHUREN I QUE 



La pr6sente invention concerne des methodes et compositions pour la selection et 
5 le d6veloppement de nouveaux agents pharmacologiques ou de nouveaux 
medicaments poss6dant des propri6t6s ou des m6canismes d'action originaux. La 
pr6sente invention d6crit notamment la caracterisation et ('identification du role 
fonctionnel de plusieurs elements constitutifs du systeme nerveux central, jouant un 
r6le dans le m6tabolisme ou le transport de Pacide xanthurenique (XA) ou impliques 
10 dans la reception et/ou la transduction du signal m6die par cette substance. Ces 
cibles sont de nouveaux outils pour la definition et la selection de houvelles 
substances chimiques de synthase, interf6rant avec ces cibles et modulant Jes 
fonctions de XA pour en tirer des profits sur le plan pharmacologique ou 
m6dicamenteux. Le domaine d'application de invention est, en premier lieu, le 
15 traitement d'affectiqns et de maladies neurologiques ou mentales. 

L'industrie pharmaceutique est a la recherche continuelle de nouvelles substances 
naturelles, pr§sentes dans le cerveau, et dont le r6le fonctionnel est important pour 
la regulation et le contrSle de Pactivite psychologique, psychoaffective, mentale, 

20 cognitive ou neurologique. La d6couverte de nouveaux mecanismes dans le 
domaine de la neurotransmission et de nouvelles cibles participant £ ces 
m6canismes dans le systeme nerveux sont autant d'outlls precieux pour la selection 
de nouveaux medicaments dans des indications variees qui seront decrites plus 
loin. La pr6sente invention d6crit pour la premiere fois le r6le important d'une 

25 substance naturelle, Pacide xanthur6nique, dans les phenomenes de 
neurotransmission au niveau central. Ce nouveau systeme de neurotransmission 
comporte un systeme metabolique de synthfese et ^elimination du transmetteur, 
des transporters, des recepteurs et des signaux intraceliulaires allumes suite a la 
stimulation de ces recepteurs. Ces elements constituent des "cibles" pouvant etre 

30 moduiees par des medicaments potentials et utllisables pour ('identification, la 
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selection ou la caracterisation de composes biologiquement actifs. D'autre part, 
Tinvention decrit egalement differents rSles fonctionnels de I'acide xanthurenique 
dans le cerveau (interferences avec d'autres neutransmetteurs, r6le dans certains 
protocoles comportementaux ou neuropharmacologiques) permettant d'envisager 
5 des domaines ^applications pharmacologiques et therapeutiques nouveaux pour 
cette molecule, ses derives ou , plus gen§ralement, les substances naturelles ou de 
synthase fix6es par les cibles d6crites prec6demment 

Depuis le debut des annees 1980, le catabolisme du tryptophane a 
10 progressivement occupe un r6le de plus en plus important dans les recherches des 
causes et des traitements de desordres majeurs au niveau du systeme nerveux 
central (Orv. Hetil 1992 Jul 19 ; 133 (29) : 1803 - 1807). Ce sont essentiellement 
des prodults comme I'acide quinolinique et I'acide kynunenique, metabolites du 
tryptophane, qui ont focalise I'attention pour leurs profils pharmacologiques. Un 
15 d6s6quilibre dans la formation de ces metabolites, une synthase ou une 
degradation chroniquement alter6es, pourraient §tre responsables de troubles 
fonctionnels du systeme nerveux central et des pathologies qui en resulteraient 

S'agissant du XA, autre metabolite du tryptophane, differentes etudes ont rapporte 
20 des effets ponctuels du XA. Ainsi, un effet analg6sique a ete mentionne pour le XA 
(50 £ 600 mg/kg i.p.) chez le rat Sprague-Dawley, par utilisation des tests de la 
« plaque chaude » et du « tail flick » (Pharmacol Res. 1998 oct ; 38 (4) : 243 - 250). 
□'autre part, chez I'animal, Pinjection intraperitoneale de XA a prolonge je temps de 
latence d'apparition des crises d'epilepsie induites par les injections 
25 intracer6broventriculaires d'acide quinolinique, de strychnine ou de 
pentylenetetrazol. II semblerait que ('excretion accrue de XA r6ponde & un 
processus de compensation chez les patients manifestant differents stades 
d'6pisodes convulsife (J. Neural. Transm. 1983; 56 (2-3): 177-185; blin. 
Endocrinol (Oxf) 1997 Dec ;47 (6) : 667 - 677). Apres ingestion de tryptophane 
30 (5g), Texcretion urinaire (24h) de XA est nettement augmentee chez les patients 
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d6prim6s (Psychopharmacology (Berl) 1981 ; 75 (4): 346 - 349; Acta Psychiatr 
Belg 1979 Nov-Dec ; 79 (6) 638 - 646). D'autres r6sultats montrent cependant que 
Tinjection ICV de XA, ne modifie pas le trac§ EEG chez le rat (Okayama Igakkai 
Zasshi 104 (5-6) : 471 - 482 1992), que injection, chez la souris, de XA n'induit pas 
5 de comportement de « head twitches » (Psychopharmacology (Bert) 1977 Mar 
16 ;51 (3) : 305 - 309), que le XA ne bloque pas les d6polarisations induites par les 
acides amines excitateurs (Brain Res. 1986 Aug. 20 ; 380 (2) : 297 - 302) et que le 
XA induit I'augmentation de Texpresslon d'une proteine chaperone du reticulum 
endoplasmique (Grp 94) et de calreticulin, provoquant une anomalie de 
10 conformation de certaines prolines. Les concentrations d'acide xanthurenique 
necessaires pour induire ces problemes en culture de cellules seraient de Tordre de 
plusieurs millimolaires (H. Malina; Biochemical and biophysical Research 
Communications, 265, 600-605 (1999)). 

15 Toutefois, d ce jour, le r6le du XA demeure non caracterise, son mode d'action et 
son role physiologique restent inconnus, Texistence d'un recepteur eventuel n'a pas 
§t6 d6montr6e, et aucune strategie thSrapeutique basee sur cette molecule n'a 6t§ 
entreprise. 

20 La prSsente invention r6sulte de la description, la caracterisation et Identification 
du role fonctionnel de plusieurs elements constitutifs du systeme nerveux central, 
jouant un role dans le m&tabolisme ou le transport de I'acide xanthurenique (XA) ou 
impliqu6s dans la reception et/ou la transduction du signal mSdte par cette 
substance. Ces cibies sont de nouveaux outils pour la definition et la selection de 

25 nouvelies substances chimiques de synthase, interferant avec ces cibies et 
modulant les fonctions de XA pour en tirer des profits sur le plan pharmacologique 
ou m6dicamenteux. L'invention d6montre plus particulferement le r8le du XA dans 
le systeme nerveux central et son implication, en tant que neurotransmetteur, dans 
de multiples mecanismes physio-pathologiques. L'invention montre notamment : 
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- I'existence et les caracteristiques de la liberation extracellulaire du XA 
dans le cortex, 

- I'existence d'un site de liaison de haute affinity pour cette substance 
dans le cerveau, moduli par les derives ad6nyliques (adenosine, 

5 ADP, ATP), les ions cuivre et zinc, et I'acide kynur6nique et ses 

derives, 

- I'existence ^interrelations fbnctionnelles in vivo entre le XA et la 
dopamine c6r&brale, permettant notamment de presenter un role pour 
les terminaisons XA du cortex frontal dans la regulation du systeme 

10 dopaminergique, en particulier via un impact sur les activates 

glutamatergiques et GABAergiques. Le XA provoque des stereotypies 
doses-d6pendantes, de nature dopaminergique, lorsqu'il est 
administr6 dans le noyau A10, ou dans le nucleus accumbens, le 
striatum, les ventricules lateraux. Ceci permet d'impliquer le systeme 

15 XA comme une cible importante pour des ligands des sites recepteurs 

correspondents, ces ligands r6gulant les activates glutamate / GABA / 
dopamine impliqu6es dans la production des symptdmes 
schizophr6niques. On peut done pr&voir que des ligands des 
recepteurs XA possedent un interet important pour le traitement de 

20 certains symptomes psychotiques, 

- reduction d'effets eiectrophysiologiques par le XA en quantites 
micromolaires sur certaines conductances ioniques membranaires de 
cellules exprimant les recepteurs XA, 

- la mise en evidence d'un transport actif sodium-d6pendant de XA par 
25 des neurones en cultures. Cette fonction repr6sente une nouvelle cible 

pour des analogues structuraux de XA, ou plus g6n6ralement pour des 
ligands synthetiques interferant avec ce systeme de transport. En 
effet, Tinhibition de ce systeme de transport peut avoir pour 
consequence I'augmentation de la duree de vie du XA dans certains 
30 compartiments fonctionnels du cerveau, en particulier le compartiment 
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synaptique. Les inhibiteurs de ce transport peuvent done repr6senter 
une nouvelle classe de substances poss&dant des effets b6n£flques 
dans plusieurs types de pathologies neurologiques ou mentales, 

- les reactions au stress aigu entrament non seulement une liberation 
5 extracellulaire de noradrenaline, mais 6galement une forte liberation 

de XA. La liberation de cette demfere substance participe a la mise en 
place des reactions d'adaptatlon £ ce stress. Les r6sultats indiquent 
done que les ligands modulant I'activite du systeme XA peuvent avoir 
des effets utllisables chez rhomme pour la regulation des reactions au 
10 stress. 

- la capacite d'agonistes synthetiques de XA d'induire un effet 
eiectrophysiologique du type de XA sur les cellules NCB-20 et, en 
particulier, de moduler la dopamine c6r6brale in vivo, 

- la capacite d'antagonistes du XA, tels le NCS-486, d'antagoniser les 
15 effets eiectrophysiologiques induits par le XA ou ses agonistes, et en 

particulier d'inhiber I'activite dopaminergique du XA in vivo, et 

- les effets neuropharmacologiques in vivo specifiques du XA, en 
application locale ou en administration systemique, qui induit sedation, 
anxiolyse, des effets dopaminergiques (exploitables dans plusieurs 

20 domaines tels que addiction aux drogues, maladie de parkinson, 

schizophr6nie, troubles de I'humeur, etc.), des effets antid6presseurs 
et des effets b6n6fiques sur la memoire et sur les interactions 
sociales. 

25 La presente demande demontre ainsi que le XA, pour lequel aucun role fonctionnel 
n'6tait connu jusqu'a present dans le CNS (pour « Central Nervous System » ou 
encore « Systeme Nerveux Central »), possfede des propri6tes largement en faveur 
d'un r6le de neurotransmetteur / neuromodulateur. Ce nouveau systeme de 
neurotransmission / neuromodulation repr§sente un eventail de cibles potentielles 

30 (enzymes de synthese et de degradation de XA, sites recepteurs, sites de transport, 
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sites de liberation)^ pour des ligands ou composes, de synthase ou d'origine 
naturelle, modulant I'activite de XA et repr6sentant, de ce fait, des medicaments 
potentiels dans plusieurs domaines de la therapeutique neurologique et mentale. 

5 La presente demande a done pour objet I'utilisation d'un compose modulant 
Tactivite de I'acide xanthurenique pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies du systeme nerveux. L'invention concerne 6galement une 
methode de traitement de pathologies du systeme nerveux, notamment central, 
comprenant Padministration a un sujet d'un compose modulant 1'activite de I'acide 
10 xanthurenique. 

Un aspect particulier de l'invention reside dans rutilisation d'un compose modulant 
specifiquement I'activite de I'acide xanthurenique pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies du systeme nerveux, et dans une 

15 methode de traitement correspondante. Le compose est dit sp£cifique lorsqu'il 
module d'abord i'activite du XA (e.g., son transport, son metabolisme ou ractivite 
du/des recepteurs XA) sans affecter directement, en premiere intention, de fagon 
significative I'activite d'autres systemes de neurotransmission / neuromodulation 
centrale. Bien entendu, la modulation du systeme XA central entraTne des 

20 repercussions et des adaptations dans d'autres systemes, en particulier le systeme 
dopaminergique ou GABAergique, mais pas de maniere substantielle dans le 
systeme serotoninergique. Des composes sp6cifiques particuliers selon l'invention 
sont des composes capables de lier pr6ferentiellement un r6cepteur XA sans lier, 
de maniere speciflque ou substantielle, un r6cepteur serotoninergique ou autre 

25 recepteur d'autres neurotransmetteurs/neuromodulateurs. 

Selon des variantes pref6rees de mise en ceuvre, invention a plus particulierertient 
pour objet : 
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sites de liberations pour des ligands ou composes, de synthase ou d'origine 
naturelle, modulant I'activite de XA et repr6sentant, de ce fait, des medicaments 
potentiels dans plusieurs domaines de la therapeutique neurologique et mentale. 

5 La presente demande a done pour objet I'utilisation d'un compose modulant 
I'activite de I'acide xanthurenique pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies du systeme nerveux. L'invention concerne egalement une 
methode de traitement de pathologies du systeme nerveux, notamment central, 
comprenant ('administration £ un sujet d'un compose modulant I'activite de I'acide 
10 xanthurenique. 

Un aspect particulier de ('invention reside dans ('utilisation d'un compose modulant 
specifiquement I'activite de I'acide xanthurenique pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies du systeme nerveux, et dans une 

15 methode de traitement correspondante. Le compose est dit sp6cifique lorsqu'il 
module d'abord I'activite du XA (e.g., son transport, son metabolisme ou I'activite 
du/des recepteurs XA) sans affecter directement, en premiere intention, de fagon 
significative I'activite d'autres systemes de neurotransmission / neuromodulation 
centrale. Bien entendu, la modulation du systeme XA central enframe des 

20 repercussions et des adaptations dans d'autres systemes, en particulier le systeme 
dopaminergique ou GABAergique, mais pas de maniere substantielle dans le 
systeme serotoninergique. Des composes spedfiques particuliers selon Tinvention 
sont des composes capables de lier pr6f6rentiellement un r6cepteur XA sans lier, 
de maniere specifique ou substantielle, un r6cepteur serotoninergique ou autre 

25 r6cepteur d'autres neurotransmetteurs/neuromodulateurs. 

Selon des variantes pref6rees de mise en ceuvre, Tinvention a plus particulierement 
pour objet : 



t 
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- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement de 
I'anxiete, ainsi qu'une methode de traitement correspondante ; 

- ('utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
5 pour la preparation d'un medicament destine au traitement de la 

depression, ainsi qu'une m6thode de traitement correspondante ; 

- F utilisation d'un compose modulant I'activite de. I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de troubles 
de la memoire ou des interactions sociales, ainsi qu'une methode de 

10 traitement correspondante ; 

- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament sedatif et/ou hypnotique, en 
particulier un compose qui potentialise I'effet neuropharmacologique 
de XA, de preference un compose activateur allosterique du r6cepteur 

1 5 XA, ainsi qu'une methode de traitement correspondante ; 

- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament destine & moduler ('action 
dopaminergique, ainsi qu'une methode de traitement correspondante ; 

- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
20 pour la preparation d'un medicament destine £ traiter des symptdmes 

psychotiques, en particulier la schizophr6nie, ainsi qu'une methode de 
traitement correspondante ; 

- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament destine & r6guler des reactions 

25 au stress, ainsi qu'une methode de traitement correspondante ; 

- I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide xanthurenique 
pour la preparation d'un medicament destine a reguler I'eveil 
comportemental, ainsi qu'une methode de traitement correspondante ; 
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Dans le contexts de I'inyention, le terme « traitement » designs le traitement 
preventif, curatif, palliatif, einsi que la prise en charge des patients (reduction de la 
souffrance, amelioration de la duree de vie, amelioration de la qualite de vie, 
ralentissement de la progression de la maladie), etc. Le traitement peut eh outre 
5 etre realise en combinaison avec d'autres agents ou traitements, notamment 
adressant les evenements tardifs de la pathologie ou d'autres principes actife. 
Comme indique ci-dessus, les composes utilises sont preferentiellement des 
modulateurs specifiques de I'activite XA. 

10 L'invention a aussi pour objet un precede pour moduler les effets dopaminerglques 
du XA comprenant 1'administration a un sujet d'un compose modulant I'activite de 
I'acide xanthurenique. 

L'invention a aussi pour objet I'utilisation d'un compose modulant I'activite de I'acide 
15 xanthurenique pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
maladies neurodegeneratives, notamment de la maladie de Parkinson, d'Alzheimer 
ou de PALS, ou de maladies mentales, telles que la schizophrenie, ou encore de la 
dependance a certaines drogues, notamment aux opiacees. 

20 L'invention conceme egalement un precede pour moduler I'activite XA in vivo, 
comprenant I'administration a un sujet d'une quantite efficace d'un compose 
synthetique modulant I'activite XA. 

Dans le contexte de la presente demande, le terme « modulation » designe soit une 
25 stimulation, soit une inhibition de I'activite XA. La stimulation peut §tre obtenue par 
I'utilisation de composes mimant I'activite de XA ou stimulant la quantite ou 
I'efRcacite de XA. L'inhibition peut etre partielle (e.g., une reduction de I'activite). 
Elle peut etre obtenue en diminuant la quantite de XA presente ou en inhibant la 
capacite de XA a produire un effet biologique, ou en bloquant ou inhibant I'effet 
30 biologique induit par XA. ' 
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De ce fait, au sens de la pr&sente demands, le terme « activity de I'acide 
xanthur6nique » d§signe notamment la synthase de ce compose, son transport, sa 
liberation, son interaction avec un recepteur ou avec un partenaire, sa degradation, 
5 un signal ou une voie m6tabolique activ6e ou r6gul6e par XA, etc., c'est-a-dire 
I'activite du systeme utilisant le XA comme m6diateur. Le compose modulant 
I'activite du XA peut done etre un agent modulant la synthase du XA, un agent 
modulant le transport ou la liberation du XA, un agoniste du XA, un antagoniste du 
XA, etc. II peut s'agir egalement d'un compose modulant i'activite du site recepteur 
10 XA en agissant sur un site regulateur ou allosterique de ce recepteur. 

Seion un premier mode particulier de realisation, le compose utilise est un compose 
modulant la synthese ou la regulation du XA. Un tel compose peut agir sur I'activite 
ou ('expression d'enzymes impliqu6s dans la biosynthese de cette molecule bu de 

15 ses precurseurs, en particulier un compose modulant I'activite de la kynurenine 3- 
hydroxylase. Cet enzyme participe d la regulation de la production de XA, et sa 
modulation par des composes permet de moduler I'activite du XA, au sens de la 
pr6sente demande. Des composes modulant I'activite ou I'expression de cet 
enzyme sont par exemple des molecules antisens, des inhibiteurs transcriptionnels, 

20 des ribozymes ou aptazymes, des anticorps anti-proteine, des composes chimiques 
ou peptidiques capables d'inhiber I'activite de I'enzyme, etc. 

Selon un autre mode particulier, le compose utilise est un compose modulant la 
liaison de XA a un recepteur membranaire (e.g., un agoniste ou un antagoniste). Un 

25 agoniste est un compose presentant une affinite pour le site de liaison du XA, et 
produisant un signal analogue £ celui produit par le XA. Un antagoniste est un 
compose presentant une affinite pour le site de liaison du XA, et emp§chaht la 
liaison et la production d'un signal par le XA ou un agoniste du XA. De tels 
composes peuvent §tre des analogues de XA, des anticorps anti-XA, des composes 

30 de synthdse, etc. Ainsi, un compose modulant la liaison de XA A un recepteur 
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membranaire permet d'impliquer le systeme XA comme une cibie importante pour 
des ligands des sites r6cepteurs correspondants, ces ligands regulant les actives 
glutamate / GABA / dopamine impliqu6es dans la production des symptomes 
schizophreniques. Les ligands des r6cepteurs XA possddent un inter§t particulier 
5 pour le traitement de certains symptdmes psychotiques. Les composes 
antagonistes du r6cepteur XA trouvent plus sp6cifiquement des applications dans la 
regulation de I'eveil comportemental et dans certaines pathologies mentales ou une 
hyperdopaminergie. De tels composes peuvent etre identifies, synthases, ou 
caract6ris6s par des methodes d6crites ci-apres. 

10 

Un autre compose utilisable selon I'invention est un compose modulant le transport 
du XA ou sa liberation. De tels composes permettent, en r6duisant ou en facilitant la 
liberation de XA, de moduler localement I'activite du XA, au sens de I'invention. 
D'autres molecules de synthase, ayant dans certains cas des analogies structuraies 

15 avec XA, peuvent interferer avec son transport vesiculates ou via des transporteurs 
de la membrane plasmique. En particulier, la mise en evidence d'un transport actif, 
sodium-dependant de XA par des neurones en cultures represente une nouvelle 
cible pour des analogues structuraux de XA, ou plus gen6ralement pour des ligands 
synthetiques interf§rant avec ce systeme de transport En effet, ('inhibition de ce 

20 systeme de transport a pour consequence I'augmerrtation de la duree de vie du XA 
dans certains compartiments fonctionnels du cerveau, en particulier le 
compartiment synaptique. Les inhibiteurs de ce transport represented ainsi une 
nouvelle classe de substances possedant des effets benefiques dans plusieurs 
types de pathologies neurologiques ou mentales. 

25 

Un autre compose utilisable selon I'invention est un compose modulant la synthese, 
le transport ou I'activite du recepteur du XA. De tels composes permettent, en 
r6duisant ou en facilitant ['exposition de r6cepteurs XA, de moduler localement 
I'activite de cette molecule. 
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Les composes modulant I'activit6 du XA selon rinvention peuvent etre de nature 
et d'origine variees. II peut s'agir des produits inorganiques ou organiques et 
notamment d'un polypeptide (ou une proteine ou un peptide), d'un acide 
nucleique, d'un lipide, d'un polysaccharide, d'un compose chimique ou 
5 biologique, etc. Le compose peut etre d'origine naturelle ou synthetique et issu 
notamment d'une banque combinatoire. De preference, ces composes sont des 
d6riv6s de Pacide xanthur6nique ou de I'acide kynur6nique. 

Les composes ou compositions selon I'invention peuvent etre administr6s de 

10 differentes manures et sous differentes formes. Ainsi, ils peuvent §tre injectes par 
voie systemique ou orale, de preference systemique, comme par exemple par voie 
intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutanee, trans-dermique, intra-arterielle, 
intracer6brale, intra-p§riton§ale, intrac6r§brovasculaire, etc. Pour les injections, les 
composes sont g6n6ralement conditionn6s sous forme de suspensions liquides, qui 

15 peuvent §tre injecfees au moyen de seringues ou de perfusions, par exemple. A cet 
egard, les composes sont g6n6ralement dissous dans des solutions salines, 
physiologiques, isotoniques, tamponn6es, etc., compatibles avec un usage 
pharmaceutique et connues de I'homme du metier. Ainsi, les compositions peuvent 
contenir un ou plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, 

20 solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisaibles 
dans des formulations liquides et/ou injectables sont notamment la methyicellulose, 
I'hydroxym6thylcellulose, la carboxymethylcellulose, le polysorbate 80, le mannitol, 
la gelatine, le lactose, des huiles v6getales, I'acacia, etc. Les composes peuvent 
egalement etre administres sous forme de gels, huiles, comprinrfes, suppositoires, 

25 poudres, gelules, capsules, etc., eventuellement au moyen de formes galeniques ou 
de dispositifs assurant une liberation prolong6e et/ou retardee. Pour ce type de 
formulation, on utilise avantageusement un agent tel que la cellulose, des 
carbonates ou des amidons. 



! 



WO 03/005038 



PCT/FR02/02337 



12 

».■»..• • 

II est entendu que le debit et/ou la dose inject6e peuvent etre adaptes par I'homme 
du metier en fonction du patient, de la pathologie, du mode d'administration, etc. 
Typiquement, les composes sont administres a des doses pouvant varier entre 0.1 
pg et 1000 mg/kg de poids corporel, plus g6n6ralement de 0,01 & 500 mg/kg, 
5 typiquement entre 1 et 200 mg/kg. En outre, des injections r6p6t6es peuvent etre 
r6alis6es, le cas echeant D'autre part, pour des traitements chroniques, des 
systemes retard ou prolong6s peuvent §tre avantageux. 

A titre indicattf, les r6sultats pr6sent6s dans les exemples montrent que le XA 
10 exerce un effet s6datif lorsqu'il est administr6 chez I'animal £ des doses sup6rieures 
& environ 50 mg/kg. Les doses pref6r£es pour obtenir un effet anxiolytique chez 
I'animal sont des doses inf6rieures e 50 mg/mg. Un effet anti-d6presseur est 
avantageusement obtenu chez I'animal & des doses comprises entre 100 et 200 
mg/kg. 

15 

L'invention concerne 6galement des methodes pour identifier, sSlectionner ou 
caracteriser des composes biologiquement actifs, notamment de composes actifs 
sur le systeme nerveux, lesdites m6thodes etant bas6es sur la modulation de 
Pactivite du XA. Les methodes de l'invention peuvent comprendre des tests de 
20 liaison in vitro, des tests de liaison en systeme cellulaire (ou sur des preparations 
membranaires, naturelles ou synthetiques) bu des tests fbndionnels en systeme 
cellulaire ou artificiels. 

Selon un mode particulier, une m6thode de selection, identification ou 
25 caracterisation de composes selon l'invention comprend la mise en contact d'un 
compose test avec une cellule (ou une preparation membranaire naturelie ou 
synthetique) exprimant une molecule cible impliqu6e dans I'activite de a I'acide 
xanthurdnique, et la mise en evidence d'une liaison du compose test a ladite 
molecule. 
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La molecule cible peut §tre le r6cepteur du XA, une enzyme de syhthese du XA, un 
transporter du XA, etc., ou tout fragment de ceux-ci. Dans un exemple particulier, 
la molecule cible est le recepteur au XA ou un fragment de celui-ci, notamment un 
fragment conservant la capacity de liaison au XA, comme par exemple un fragment 
5 extracellulaire. Dans un autre mode de realisation, la molecule cible est une 
enzyme de biosynthese ou de regulation du XA, comme par exemple la kynur6nine 
3-hydroxylase. Une cible moleculaire pr6fer6e est representee par le recepteur au 
XA ou des fragments de celui-ci. 

10 La liaison du compose test £ la molecule cible peut etre mise en evidence par 
exemple en utiiisant un compose test marque ou en utilisant un ligand marque de la 
cible moleculaire (par exemple un ligand marque du recepteur XA ou un anticorps 
marque specifique d'une enzyme de synth6se du XA ou d'un transporteur du XA), le 
defacement de la liaison du ligand marque refietant la liaison du compose test. Le 

15 ligand marque peut etre tout produit liant la molecule cible (anticorps, agoniste ou 
antagoniste, fragment ou derive d'un ligand endogene, etc.). Le ligand peut etre 
marque par toute technique connue de I'homme du metier, notamment par 
incorporation d'un element radioactif, fluorescent, luminescent, enzymatique, 
colorimetrique, etc. 

20 

Dans un mode de realisation particulier, le ligand est un anticorps marque, 
specifique de la cible moleculaire consIder6e. L'anticorps peut etre polyclonal ou 
monoclonal. II peut 6galement s'agir d'un fragment ou derive d'anticorps, comme 
par exemple des fragments Fab, Fab'2, CDR, etc. Les anticorps peuvent etre 
25 produits de maniere conventionnelle, par immunisation la cible moleculaire (ou une 
partie immunogene de celle-ci), et recuperation du serum (polyclonal) ou des 
cellules de la rate (pour fabriquer des hybridomes par fusion avec une Iign6e 
appropriee), comme d6crit par exemple dans Vaitukaitis et al. (J Clin Endocrinol 
Metab. 1971, 33(6), 988-91) ou dans Harlow et al. (Antibodies: A laboratory Manual, 
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CSH Press, 1988). Les fragments Fab ou F(ab')2 peuvent etre produits par exemple 
selon Riechmann et al., 1988, Nature 332, 323-327. 

Dans un autre mode de realisation particulier, la cible moieculaire est le recepteur 
5 du XA et le ligand est un ligand endogene, un agoniste ou un antagonist? du 
r6cepteur, marque. Dans un mode de mise en oeuvre sp6cifique, on utilise du XA 
marqu6, notamment radiomarque, en particulier tritie. 

Selon un mode particulier, la methode comprend done la mise en contact d'un 
10 compost test avec une cellule (ou une preparation membranaire naturelle ou 
synthetique) exprimant un recepteur & I'acide xanthurenique et la mise en evidence 
d'une liaison du compose test au recepteur. 

Selon un autre mode particulier, la methode comprend la mise en contact d'un 
15 compose test avec une cellule (ou une preparation membranaire naturelle ou 
synthetique) exprimant une molecule cible impliquee dans I'activite de I'acide 
xanthurenique, en presence d'un ligand marque de ladite cible, et la mise en 
evidence d'une liaison du compose test par determination du defacement de la 
liaison du ligand marque. 

20 

Dans une autre variante, le proc6de de Pinvention comprend la mise en contact d'un 
compose test avec une cellule exprimant une molecule cible impliquee dans 
I'activite de I'acide xanthur6nique (en particulier le recepteur de I'acide 
xanthurenique), et la mise en evidence d'un effet biologique ou pharmacologique 
25 caracteristique d'une liaison du compose test d ladite molecule cible. L'effet 
biologique ou pharmacologique peut etre I'expression d'une ou plusieurs proteines 
celiulaires, I'expression d'un recepteur, I'activation d'un gene, I'internalisation du 
recepteur, Tapparition d'un courant eiectrique, d'un flux ou d'un influx d'ions, etc. La 
rriise en evidence de cet effet peut etre r6alis6e par tous moyens appropries, 
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. comme la mesure de I'expression d'un g6ne rapporteur, la mesure de I'expression 
membranaire d'un tecepteur, le dosage des Ions ou d'un courant electrique, etc. 

Classiquement, I'effet du compost test est compar§ a I'effet determin§ en 
5 I'absence dudit compos6. En outre, I'effet du compost test peut §tre d6termin£ . 
en pr6sence d'un ligand du r6cepteur XA, par exemple du XA lui-meme, 
notamment lorsqu'une activity de modulation ou d'inhibition de XA est 
recherchee. 

10 Selon une variante particultere, le proced6 de I'invention comprend done la mise 
en contact d'un compos6 test avec une cellule exprimant un r6cepteur a I'acide 
xanthur6nique, en pr6sence d'un ligand dudlt rdcepteur, la mesure d'un effet 
biologique ou pharmacologique caract6ristlque d'une liaison au r6cepteur XA et 
la comparaison de r effet mesur6 & celui obtenu en I'absence de compose test. 

15 Un tel procedS est particulidrernent adapts d la recherche, la selection, la 
caracterisation ou ('amelioration de composes inhibant I'activite de XA. 

Les cellules utilis6es dans les tests peuvent §tre toutes cellules exprimant une 
molecule cible impliqu6e dans Pactivite du XA, notamment un r6cepteur XA. II 

20 peut s'agir de cellules exprimant naturellement cette molecule (e.g., ce 
r6cepteur), ou.de cellules modifies g6n6tiquement ou traitees pour sur- 
exprimer ladite molecule (e.g., ledit rdcepteur). II s'agit, dans un mode pr6f6r§ 
de I'invention, de cellules de mammifdres (cellules nerveuses, hepatocytes, 
fibroblastes, cellules endoth6liales, musculaires, etc.). De maniere encore plus 

25 pr6fer6e, ces cellules sont des cellules humaines. II peut ggalement s'agir de 
cultures primaires ou de Iign6es etablies. Dans un autre mode de mise en 
oeuvre, il est possible 6galement d'utiliser des cellules pnocaryotes (bacteries),' 
des cellules de levure (Saccharomyces, Kluyveromyces, etc.), des cellules 
v6g6tales, etc. 

30 
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Dans un mode pr6f6r§, on utilise des cellules d'origine nerveuse ou synaptique, 
notamment des neurones, des cellules gliales, des astrocytes, du materiel 
d'origine synaptique (membranes, synaptosomes, synaptoneurosomes), etc. 
Ces cellules peuvent £tre isolees, cultiv6es et caracterisSes seloh des 
5 techniques connues, d6crites dans les exemples. 

La prGsente demande montre, pour la premi&re fois, r existence d'un recepteur 
de haute affinite pour le XA exprime dans diff6rentes populations cellulaires ou 
regions du cerveau. Ce recepteur pr&sente les caracteristiques 
10 pharmacologiques suivantes : 

- expression dans le cerveau, 

- Kd du recepteur synaptique pour le XA inferieur ou 6gal a environ 
300 nM£1300 nM, 

- recepteur moduli par les d6riv6s ad6nyliques (adenosine, ADP, 
15 ATP) 

- recepteur module par les ions cuivre et zinc, 

- recepteur module par Tacide kynur6nique, 

- I'activation du recepteur par le XA induit un courant 6lectrique, 

- le recepteur est exprim6 par les cellules NCB-20. 

20 

Par ailleurs, des indications 6lectrophysiologiques et biochimiques laissent 
pr6voir un recepteur coupIS d des G prolines, sans que cela ait et§ 
formellement demontre. 

25 La caracterisation de ce recepteur, son identification et la description de 
proc6d6s permettant de mesurer la liaison de molecules sur ce recepteur 
permettent, selon la presente demande, de mettre en Evidence de nouveaux 
composes biologiquement actifs, capables de moduler Tactivite du XA. La 
demonstration du role pharmacologique de XA souligne ('importance de la mise 

30 £ disposition de tels composes actifs. 
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Dans un mode particulier, pour la mise en oeuvre des proc6d6s ci-dessus, on 
utilise une preparation membranaire exprimant un recepteur du XA. La 4 
preparation membranaire peut etre, avantageusement, d'origine naturelle, c'est- 
5 d-dire produite d partir d'une cellule exprimant le r6cepteur. On peut produire 
des preparations membranaires par lyse m6canique, chimique, physique, 
eiectrique, etc., et notamment par traitement avec des detergents, ultrasons, 
congeiation/d6congelation, etc., comme illustre dans les exemples. Cette 
preparation membranaire se characterise essentiellement par la presence de 

10 fragments de membrane, comprenant une bicouche lipidique dans laquelle tout 
ou partie du r6cepteur XA est presente. Ces preparations membranaires sont 
generalement depourvues de cellule intacte. En outre, elles peuvent etre 
enrichies en debris membranaires par des traitements appropri6s 
(centrifugation, etc.). On peut 6galement utiliser une preparation membranaire 

15 d'origine synthetique, comme par exemple un liposome dans lequel tout ou 
partie du r6cepteurXA a ete introduit, ou une membrane supportee. 

i 

Pour les tests de liaison ou fonctionnels ci-dessus, les composes peuvent etre 
mis au contact des cellules (ou des preparations membranaires) d differents 

20 moments, selon leur(s) effet(s), leur concentration ou la nature des cellules et 
pour des p6riodes vari6es, qui peuvent §tre ajust6es par Thomme du metier. Le 
test peut §tre effectue sur tout support approprie et notamment sur une plaque, 
une lame, une boTte, dans un tube ou une flasque. Generalement, la mise en 
contact est r6alisee dans une plaque multi-puits ce qui permet de conduire, en 

25 paralieie, des essais nombreux et varies. Parmi les supports typiques on trouve 
des plaques de micnotitration et plus particulierement des plaques 96 ou 384 
puits (ou plus), faciles a manipuler. 

Selon le support et la nature du compose test, des quantites variables de 
30 cellules peuvent §tre utilisees lors de la mise en oeuvre des methodes decrites. 
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De manure classtque, 10 2 a 10 6 cellules sont mises en contact avec un type de 
compose test, dans un milieu de culture approprie, et de manfere preferentielle 
entre 10 3 et 10 5 cellules. Lorsqu'une preparation membranaire est utilise/ on 
applique g6n6ralement 0,01 a 50 mg de proline par essai, plus 
5 pr6ferentiellement de0,05 d 2 mg de proteine par essai. Les essais peuvent etre 
r6alis6s dans tout type de milieu approprie, comme par exemple des solutions 
salines, des tampons, etc. On peut citer notamment des tampons Tris, Pipes, 
Hepes, etc. La temperature est, typiquement, proche de la temperature 
ambiante. Le pH du milieu est avantageusement compris entre 5,5 et 8, plus 
10 pr6f6rentiellement entre 7 et 8. II est entendu que ces parametres peuvent etre 
ajuste par I'homme du metier, suivant les indications fournies dans les 
exemples. 

La quantity (ou la concentration) de compose test peut egalement §tre ajustee 
15 par I'utilisateur selon le type de compose (sa toxicity sa capacity de penetration 
cellulaire, etc.), la longueur de la periode d'incubation, etc. Gen6ralement, les 
cellules (ou membranes) sont expos6es a des quantites de composes test qui 
varient de 1nM a 1mM. If est bien sQr possible de tester d'autres concentrations 
sans devier de la presente invention. Chaque compose peut, de plus, §tre teste, 
20 en paralieie, d diff6rentes concentrations et sur differentes periodes. Par 
ailleurs, des adjuvants et/ou vecteurs et/ou produits facilitant la penetration des 
composes dans les cellules tels que des liposomes, des lipides cafa'oniques, des 
polym6res, des peptides issus de virus, etc., peuvent, en outre, etre utilises, si 
n6cessaire. Le contact peut §tre maintenu pendant une periode comprise entre 
25 1 minute et plusieurs heures, selon la nature de la molecule cible. Lorsque la 
molecule cible est le recepteur XA, le contact est maintenu typiquement 
pendant moins de 1 heure environ. Lorsque la molecule cible est une molecule 
intracellular, le contact peut §tre maintenu plus longtemps. 

30 Dans une autre variante, invention est bas6e sur des tests de liaison in vitro 
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entre le XA et un compost test ou entre un compost test et une molecule cible 
(par exemple tout ou une partie du r6cepteur XA). Selon ces modes de mise en 
ceuvre, le procSde pour la selection, ^identification ou la caracterisation de 
composes actifs comprend: 
5 - la mise en contact d'un compose test avec une molecule cible impliqu6e 
dans I'activite du XA, par exemple une enzyme de synthase ou de 
regulation, un transporter, un r§cepteur, ou un fragment de ceux-ci, et 
- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur ladite 
molecule. 

10 

La liaison du compose test peut §tre mise en evidence de diflSrentes manidres, 
comme par exemple par migration sur gel ou eiectrophorese des complexes 
formes. D'autres methodes bas6es sur la luminescence ou utilisant la technique 
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) bien connue de I'homme du 
15 metier ou la technique SPA (« Scintillation Proximity Assay »), peuvent etre 
mises en ceuvre, dans le cadre de la pr6sente invention, pour determiner la 
liaison eventuelle du compose test sur la molecule cible. Lorsque la cible est un 
r6cepteur, la mesure de la liaison peut etre effectu6e en presence d'un ligand 
marque, par determination de la d6placement du ligand par le compose test. 

20 

La pr6sente invention peut etre appliqu6e k tout type de compose test. Ainsi, le 
compose test peut etre tout produit qui se presente sous une forme isolee ou en 
melange avec d'autres produits. Le compose peut etre defini en termes de 
structure et/ou de composition ou ne pas §tre defini. Le compose peut, par 

25 exemple, etre un produit isoie et structurellement defini, un produit isoie de 
structure ind6finie, un melange de produlte connus et caracteris6s ou une 
composition indefinie comprenant un ou plusieurs produits. De telles 
compositions indeflnies peuvent etre, par exemple, des 6chantillons de tissus, 
des fluides biologiques, des surnageants cellulaires, des preparations 

30 vegetales, etc. Les composes test peuvent §tre des produits inorganiques ou 
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organiques et notamment un polypeptide (ou une proteine ou un peptide), un ■ 
acide nucieique, un lipide, un polysaccharide, un compost chimique ou 
biologique tel qu'un facteur nucieaire, un cofacteur ou tout melange ou derive 
de ces demiers. Le compose peut §tre d'origine naturelie ou synthetique et 
5 inclure une banque combinatoire, un clone ou une banque de clones d'acides 
nucieiques exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant PADN, etc. 

Un autre objet de invention concerne un proc6d6 de production d'un compost 
actif, notamment sur le systeme nerveux, le proc6d6 comprenant : 
10 - la determination de la capacite d'un compost & moduler Tactivite de 

XA in vitro ou ex vivo, et 

- la synthese dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci. 

Un autre objet de I'invention concerne un proc6d6 de production d'un modulateur de 
15 XA, le proc6d6 comprenant : 

- la mise en contact d'un compose avec une molecule cible impliquee 
dans I'activation du XA, 

- la determination d'un effet du compose sur la molecule cible, ledit effet 
indiquant que le compose est un modulateur de XA, et 

20 - la synthese dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci. 

Un autre objet de ^invention concerne un proc6de de production d'un medicament 
comprenant un compose actif, notamment sur le systeme nerveux, le proc6d6 
comprenant : 

25 - la determination de la capacite d'un compose £ moduler I'activite de 

XA in vitro ou ex vivo, et 

- le melange dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci avec 
un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 
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Un autre objet de I'invention concerne un proc6d6 de production d'un medicament 
comprenant un compose modulateur de XA, le proc6d6 comprenant : 

- la mise en contact d'un compose avec une molecule cible impliqu6e 
dans I'activation du XA, 

5 - la determination d'un effet du compost sur la molecule cible, ledit effet 

indiquant que le compose est un modulateur de XA, et 

- le melange dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci avec 
un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

10 Dans le contexte de I'invention, le terme « analogue structural » d6signe toute 
molecule obtenue par moderation moieculaire ou variation structural & partir d'un 
compose test. 

D'autres avantages et aspects de I'invention apparaTtront & la lecture des exemples 
15 qui suivent, qui doivent §tre consid6r6s comme illustratife et non limitatifis. 

LEGENDE DES FIGURES 

20 Figure 1 : Concentration extracellulaire de XA au niveau du Cortex prefrontal 
(CPF) 

Figure 2A et 2B : Liberation de XA dans le CPF apres stimulation 6lectrique du 
VTA (figure 2A = 100 pA ; figure 2B = 200 pA). Dopamine = triangles noiris ; 
XA = carres noirs 

25 Figure 3 : Liberation de XA induite par 100 mM KCI dans (a sonde pendant 5 min. 
Figure 4 : Liberation de XA induite par la presence de 50 pM de veratridine dans la 

sonde pendant 20 minutes. 
Figure 5 : Liberation de XA dans le CPF sous stimulation eiectrique (banes 

blanches). La meme experience, reproduite en Fabsence d'ions calcium et 



WO 03/005038 



PCI7FR02/02337 



22 



en pr6sence d'EGTA, ne montre plus de liberation accrue de XA sous 
stimulation electrique (barres noires). 
Figure 6 : Liberation de XA dans le CPF apr6s stimulation Slectrique du VTA 
(barres blanches, liberation de base = 21 pmol / 5 min). Meme experience 
5 mais en presence de 2.0 pM de TTX dans le liquide de dialyse (barres 

noires, liberation de base = 7 pmol / 5 min). En presence de TTX, il n'existe 
plus de liberation induite de XA. 
Figure 7: Repartition de XA dans le cerveau de rat dans les conditions 
physiologiques. Concentrations selon un code couleur arbitraire. 
10 Abreviations : CxPrFr : cortex prefrontal ; CxFR : cortex frontal ; CxPar : 

cortex parietal ; CxOcc : cortex occipital ; C : cervelet ; GP : globus pallidus ; 
CP : caude putamen ; n.Acc : noyau accumbens ; TO : tubercules oifactifs ; 
BO : bulbes oifactifs ; S : septum ; Hb : habenula ; Hi : hippocampe ; f h : 
thalamus; Hy: hypothalamus; SN : substance noire (A9); VTA: aire 
15 tegmentale ventrale (A10) ; Rad : noyau raphe dorsal ; Ram : noyau raphe 

median ; LC : locus coeruleus (A6) ; MO : medulla oblongata. 
Figure 8 : Effet du pH sur la liaison de TAX sur son (ses) site(s) de liaison 
Figure 9 : Etude de la linearite du binding specifique en fonction de la concentration 
enproteine. 

20 Figure 10 : Determination de la constante dissociation Ko n 
Figure 11 : Determination de la constante de dissociation Koff 
Figure 12 : Courbe de saturation des sites membranaires de XA. Determination du 
Kd et du Bmax. 

Figure 13 : Inhibition competitive de la fixation de XA radioactif par XA non marque. 
25 Determination des IC 50 pour I'acide xanthurenique 

Figure 14 : Influence d'ions metalliques sur la liaison de I'acide xanthurenique a son 

(ses) site(s) de liaison 
Figure 15 : Effet de la variation du pH sur la liaison de I'AX a son (ses) site(s) de 

liaison en presence d'ions cuivre. 
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Figure 16:Etude de la Iin6arit6 du binding sp6cifique en fonction de la 

concentration proteique en presence d'ions cuivre 
Figure 17 : Effet/dose du Cuivre (Cu 2+ ) sur la liaison de TAX a son (ses) site(s) de 

liaison 

5 Figure 18 : Mesure de la courbe de saturation et des param&tres Kd et Bmax en 
presence d'ions cuivre. 
Figure 19 : Inhibition competitive de XA marque par XA non radioactif. 

Determination des IC 50 pour I'acide xanthurenique. 
Figure 20 : Dose / effet du XA sur la r6ponse dopaminergique aprds injection locale 
10 dansleCPF. 

Figure 21 : Evolution des taux de dopamine, DOPAC et HVA dans le CPF apr&s 

application locale de 20 pM de XA. 
Figure 22: Effets de la presence de Tantagoniste NCS-486 sur la liberation 
extracellulaire de dopamine apr6s application locale de 20 pM de XA dans 
15 leCPF. 

Figure 23 : Strategic experimental dans les experiences de patch-clamp. 
Figure 24 : Effet de I'acide xanthurenique sur les cellules NCB-20. 

A. Traces types enregistr6es & partir d'un fragment de membrane en 
conditions contrdle et pendant I'application de I'acide xanthurenique d une 
20 concentration de 20 pM. Le fragment de membrane 6tait stimuie par une 

rampe de potentiel comme indiqu6 par le protocole illustre par la trace du 
bas. En presence de I'acide xanthurenique un grand courant sortant se 
developpe aux potentiels positife. La trace a 6te numerisee d une frequence 
de 2 kHz. 

25 B. Evolution du courant sortant moyen mesur6 a un potentiel de 95 mV. 

En presence de I'acide Xanthurenique ce courant est augmente de manure 
considerable. 

C. Relation courant-potentiel du courant active en presence de I'acide 
xanthurenique (apres soustraction du courant obtenu en condition contrSle). 
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La courbe en trait continu est I'ajustement du modele de Boltzmann a ce 
courant. 

FIGURE 25. Pharmacologie de la r6ponse d Tadde xanthur6nique. 

Le courant membranaire mesur§ aux potentiels de -80 et 80 mV est 
5 represents en fonction du temps d'enregistrement. La p6riode duplication 

des ligands du r6cepteur du xanthur6nate est materialise par les traits 
pleins : en haut et en bas respectivement pour le NCS-482 et le NCS-486 
seuls et au milieu pour le melange des deux aux concentrations indiquSes. 
Le NCS-482 et le NCS-486 sont des d6riv6s de I'acide xanthur£nique. 
10 Le NCS-486 seul ne change pas I'amplitude du courant. 

Figure 26: Activation d'une conductance chlorure par le recepteur de I'acide 
xanthur6nique. L'agoniste utilise dans cette experience est le NCS-482 a 
une concentration de 20 pM. La r6ponse se d6veloppe en deux phases (a 
et b). Le nature du courant dans ces deux phases est differentes comme le 
15 montre le potentiel ^inversion du courant obtenu dans chacune des deux 

phases (diagrammes du bas). 
Figure 27 : Activit6 locomotrice spontan6e des animaux traites par des doses 

croissantes de XA. Le temps est mesurS en minutes. 
Figure 28 : Mesure de la reactivite globale de Tanimal dans le test de Popen field. 
20 Le XA £ la dose de 37,5 mg /kg (dose non sedative) favorise le 

d£placement de Tanimal au centre du champ ouvert 6clair6 par rapport aux 
animaux contrdles. 

Figure 29 : Effet / dose du XA dans le test de Porsolt (test de la nage). La dur6e 
d'immobilite d6croit avec Taugmentation de la dose de XA. Les rats traites a 
25 rimipramine 30 mg / kg servent de references positives. 

Figure 30 : Dans Topen field, une dose de XA de 50 mg / kg induit une 
augmentation de la dur£e des interactions sociaies par rapport & Tanimal 
non traite. Ce r6sultat est 6galement en faveur d'un effet anxiolytique du 
XA. 



WO 03/005038 



PCT7FR02/02337 



Figure 31 : Effet de XA sur les processus de memorisation dans le test de 

reconnaissance d'objets. 
Figure 32 : Cinetique du transport de XA (ND-1089) dans les cellules NCB-20. La 

Vitesse optimum du transport est atteinte apr£s environ 1 minute. 
5 Figure 33 : Transport de XA (ND-1089) dans les cellules NCB-20 en fonction de la 

concentration en [ 3 H]XA. La representation de Scatchard permet de 

determiner les parametres math6matiques du transport intracellulaire du , 1 . 

ND-1089 soit un Km de 105 pM et une Vmax de 1229 pmoles/mg proteine/ 

minute. 

10 Figure 34 : histogramme exprim6 en pourcentage de capture par reference au 

transport en presence de XA radioactif seul (=100 %). 
Figure 35: liberation extracellulaire frontale apr£s retrodialyse de XA 20 M 

pendant 20 minutes exprimee en concentration de dopamine (% du basal) 

par rapport au temps (minutes) dans les dialysats 
15 Figure 36 : liberation extracellulaire frontale aprds retrodialyse de XA 20 M 

pendant 20 minutes exprim§e en concentration de glutamate (% du basal) 

par rapport au temps (minutes) dans les dialysats 
Figure 37 : liberation extracellulaire frontale apr&s retrodialyse de XA 20 M 

pendant 20 minutes exprimee en concentration de glutamate (% du basal) 
20 par rapport au temps (minutes 

Figure 38 : Actographie obtenue avec administration d'un ligand se fixant sur lei site 

allosterique pour I'acide kynur6nique, partie int6grante du site r6cepteur de 'i *: 

XA qui est un d6riv6 de I'acide xanthurenqiue, intitule ND-7000, a 100 hng / 

kg per os (PO) 

25 Figure 39 : Effet dose/reponse apr6s administration (P.O.) d'un ligand agoniste du 
recepteur XA, derive de I'acide xanthur6nique, intitule ND-1301, sur la 
dopamine tissulaire dans differentes regions c6r6brales 
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SECTION EXPERIMENTALE 



1. MISE EN EVIDENCE ET PROPRIETES DE LA LIBERATION 
EXTRACELLULAIRE D'ACIDE XANTHURENIQUE (XA) IN VIVO DANS LE 
CORTEX PREFRONTAL DU RAT. 

10 En combinant la stimulation eiectrique de I'aire tegmentaire ventrale (A10) et la 
microdialyse in vivo du cortex prefrontal chez le rat, une liberation extracellulaire de 
XA a pu etre mis en Evidence. Cette liberation peut-etre reproduite par 
depolarisation locale a I'aide de fortes concentrations d'ions potassium ou de 
quantites micromolaires de veratridine. La liberation de XA est calcium-dependante 

15 et est bloquee par la tetrodotoxine qui emp§che la depolarisation neuronale locale. 
Le XA est done Iib6r6 dans cette region du cerveau au moins, selon des 
caracteristiques identiques d celles des autres neurotransmetteurs connus, e'est a 
dire selon un mecanisme exocytotique induit par la depolarisation neuronale. 

20 MaterielsetMethodes 

• Animaux 

Des rats males Wistar pesant 350 d 400 g ont ete utilises pour les experiences. Les 
25 animaux sont places en cage individuelle de plastique et soumis & un cycle 
lumiere/obscurite de 7 heures/ 19 heures et 19 heures/7 heures. L'acces a la 
nourriture et a I'eau est libre. Les interventions sur les animaux ont ete men<§es 
dans ia stricte application des regies de la directive europ6enne du 24 novembre 
1986 (86/609/EEC). 
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• Procedure Chirurgicale 

Les experiences ont 6t6 r6alis6es & I'aide de canu!e en I, avec une extremite de 4 
5 mm. . La membrane da dialyse (500 pm) est en polycarbonate-polyether avec un 
seuil d'arret de 20 Kda. La membrane de dialyse est ins6r6e dans le cortex 
prefrontal (CPF) tandis qu'une des extremites de I'electrode de stimulation bipolaire 
est plac6e dans CPF et Pautre dans le VTA. ^intervention est r6alis6e sous 
anesth6sie & la ketamine. 

10 

• Protocole de Microdialyse 

Les experiences sont r6alis6es chez I'animal conscient, 24 & 72 heures apr§s 
l'intervention chirurgicale. La composition du milieu de perfusion est la suivante : 

15 147 mM NaCI, 1.2 mM CaCI 2 , 1.2 mM MgCI 2 , et 4.0 mM KCI, pH 6.5. Dans le cas 
des stimulations £ fortes concentrations de potassium, les ions sodium sont 
diminu£s de la mime valeur. Dans .le cas des stimulations en I' absence d'ions 
calcium, 2.0 mM EGTA sont rajoutes dans le milieu de dialyse. Les dialysats sont 
collectes £ une Vitesse de 2 pl/min, toutes les 5 minutes et sont imm6diatement 

20 stockes dans I'azote liquide jusqu'd Panalyse. 

• Analyse de la dopamine et de I'acide xanthur6nique 

Ces deux composes sont quantifies par chromatographie HPLC avec detection 
25 eiectrochimique. Le systdme chromatographique consiste en une colonne 25 cm X 
4.6 mm Hypersyl C18, maintenue £ temperature constante. La phase mobile est un 
tampon 0.05 M NaH 2 P0 4 + 0.1 mM EDTA et 6% methanol, ^identification des pics 
s'effectue par comparaison avec les temps de retention mesures avec des solutions 
standards de calibration. 

30 
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• Protocole de stimulation 6lectrlque 

Le VTA a 6t6 stimuie pendant une p6riode de 10 minutes, avec des trains de 30 
5 impulsions de dur6e 0.5 msec pendant 100 mlllisec, d'intensite 100 ou de 200 pA et 
a une frequence de 25 Hz. 

• Determination des rendements in vitro 

10 Ces determinations sont destinies a estimer le passage de la dopamine et de XA 
au travers de la membrane de dialyse pendant les experiences in vivo. Les 
rendements de dialyse in vitro ont respectivement 6t6 d'environ 28% et d'environ 
15% pour respectivement XA et la dopamine pour une Vitesse de dialyse de 1 
pl/min a temperature ambiante. 

15 

R6sultats 

• Determination des concentrations de XA dans le milieu extracellulai re 
duCPF 

20 

Ces etudes ont ete r6alis6es en determinant les taux variables de XA dialyses & 
differents rendements de dialyse- Les divers rendements de dialyse ont ete modifies 
par le changement graduel de la Vitesse du liquide de dialyse (respectivement 1,2,3 
et 4 m< / minute) et determination £ chaque fbis de la concentration de XA. Par 

25 extrapolation a Vitesse z6ro, on a un rendement de 100 % et une valeur de la 
concentration de XA dans le liquide de dialyse 6gal a sa concentration dans le 
milieu extracellulaire. L'experience, men6e sur 3 differents rats, a donne une valeur 
de XA = 6.1 pmol/pl de liquide de dialyse ou de milieu extracellulaire cerebral. Ce 
qui donne une valeur moyenne de 6.1 pM de XA dans le milieu extracellulaire du 

30 CPF (figure 1). 

i 
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• Liberation de XA dans ie CPF apr&s stimulation electrique. 

Dans deux series d'experiences, les stimulations electriques ont 6te de 100 ou 200 
5 pA, pendant 10 minutes. Apr&s insertion de la sonde et une heure de dialyse, la 
ligne de base d ete etablie par dialyse durant la deuxidme heure (16 d 18 pmol/5 
min). Une stimulation a 100 ou 200 pA & donn§ le meme resultat, indiquant que la 
totality du compartiment Iib6rable dans nos conditions, avait £te Iib6re. Par rapport 
£ une tigne de base arbitrairement fix6e £ 100%, la liberation eiectriquement induite 
10 de XA attaint 539% alors que la liberation de dopamine attaint 655%. La liberation 
s'installe des la stimulation, atteint un maximum apres environ 5 minutes de 
stimulation, puis revient & la ligne de base, mdme si la stimulation se poursuit. Une 
cinetique plus precise ne peu §tre d6crite, compte tenu des conditions de dialyse 
(preievements toutes les 5 minutes). Les r6sultats sont pr6sent6s sur la figure 2. 

15 

• Liberation de XA dans le CPF apr&s depolarisation locale par de fortes 
concentrations d'ions potassium ou par 50 pM de veratrine. 

La liberation de XA dans I'espace extracellulaire du CPF £ 6t6 6galement testee 
20 apr6s depolarisation locale par de fortes concentrations d'ions potassium places 
dans la sonde de dialyse (100 mM de KCI pendant 5 minutes). Avant stimulation, la 
liberation de base etait d f environ 92 pmol / 20 min. Apres la depolarization, la 
liberation de XA augmente progressivement pour atteindre 250% du niveau de base 
apres 40 minutes. Puis, le niveau de base se r6tablit progressivement et rejoint les 
25 niveaux anterieurs 80 minutes apres la depolarisation (figure 3). 

Dans le cas de la veratrine, celle-ci a ete placee dans la sonde £ la concentration 
de 50 pM pendant 20 minutes. Le niveau XA de base (avant la depolarisation) 6tait 
d'environ 96 pmol / 20 minutes. Apres application de la veratrine, un pic de XA est 
rapidement Iib6re, atteignant environ 600% du niveau de base au bout de 20 
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minutes, puis le niveau de base anterieur est progressivement r6tabli en 60 minutes 
environ (figure 4). 

• La liberation de XA induite dans le CPF par la stimulation electrique est 
5 un ph§nomene calcium-dependent 

Dans ces etudes, un groupe de rat est soumis d une stimulation electrique dans le 
VTA et on mesure la liberation de XA dans le cortex frontal. La ligne de base est & 
19 pmol/5 min et apr6s stimulation electrique, la liberation est § 70-75 pmol de XA 
10 pour 5 min de dialyse. La m§me experience est refaite, mais dans ce cas le milieu 
de dialyse ne contient pas d'ions calcium, mais 2.0 mM EGTA. Dans ces conditions, 
la liberation de base de XA est de 10 pmol / 5 min et la stimulation electrique ne 
produit aucun accroissement de la liberation de XA (figure 5). 

15 • La liberation de XA dans le CPF apr&s stimulation electrique est inhib£e 
par la tetrodotoxine, bloqueur des canaux sodiques sodium-dependant. 

L'etude est realisee sur des rats temoins chez lesquels on mesure la liberation de 
XA dans le CPF apr6s stimulation electrique. Les m§mes experiences sont ensuite 
20 repetees, mais en pla$ant 2.0 de tetrodotoxine dans la sonde de dialyse pendant 10 
minutes. Dans ces demidres conditions, la liberation de XA induite par la stimulation 
electrique est complement bloquee (figure 6). 



25 2. DISTRIBUTION HETEROGENE DE XA DANS LE CERVEAU DE RAT 
APRES ADMINISTRATION PERIPHERIQUE. 

M6thodes: Les rats sont injectes par voie i.p. avec 50 mg / kg de XA puis sacrifi6s 
30 minutes apres par irradiation aux micro-ondes. Le cerveau est dissequ6 et le XA 
30 est dose dans 20 regions diff6rentes du cerveau. 
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R6sultats : Les r6sultats sont presentes dans le tableau ci-dessous (ng7 g de 
cerveau). 



5 



Structures 


Concentrations 


Apres 


Augmentation 


cerebrates 


physiologiques 


injection 




Cortex prefrontal 


146 ±90 


1297 ±351 


9 fois (**) 


Cortex frontal 


<50 


1448 ±165 


30(***) 


Cortex parietal 


416 ±23 


2565 ±692 


6(*) 


Cortex temporal 


110 ±60 


995 ±360 


SO 


Caude-Putamen 


48 ±4 


595 ±294 


12 (*) 


Amygdales 


297 ± 13 


1204 ±180* 


4(*) 


Substance noire, 


397 ±73 


1307 ±351 


3D 


VTA 







L'accumulation de XA est surtout importante dans le cortex frontal et prefrontal 
(CPF), dans le cortex temporal et parietal, dans les amygdales, les noyaux 

10 dopaminergiques et dans le striatum. 

Parmi les structures cer6brales etudi6es, les regions ne presentant pas 
d'accumulation significative d'acide xanthurenique sont les suivantes : Cortex 
occipital, cortex cingulaire, cortex entorhinal, cortex retrosl6nial, bulbes olfactife, 
pons, hippocampe, medulla oblongata, cervelet, thalamus, noyau accumbens, 

15 septum, globus pallidus et hypothalamus. 

3. CONCENTRATIONS PHYSIOLOGIQUES DE XA DANS DIVERSES 
REGIONS DU CERVEAU DE RAT. 

20 Methodes : Les animaux sont sacrifies par irradiation aux micro-ondes, les 
cerveaux sont rapidement diss6qu§s sur une plaque de verre. De nombreuses 
structures cerebrates et divers noyaux sont isoles et conserves dans Pazote iiquide 
jusqu'd I'analyse. Aprds pesee de chaque structure, les tissus sont homog6neis6s 
dans 10 volumes d'acide perchlorique (w/v) et centriftig§s. Les surnageants sont 



WO 03/005038 



PCT/FR02/02337 



32 

analyses par HPLC avec detection 6Iectrochimique. La limite de detection est de 
0.05 nmoles /g de poids frais. 

R<§sultats : Les r6sultats sont pr6sentes sur la Figure 7. lis mohtrerit une 
5 concentration h6terog§ne, particulferement 6lev6e dans le cervelet et le bulbe 
olfaclif. 

4. IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DES SITES DE FIXATION 
10 POUR L'ACIDE XANTHURENIQUE DANS LE CERVEAU DE RAT. 

Protocoie de preparation des membranes synaptiques : 

Les membranes synaptiques ont <§te pr6par6es selon le protocoie decrit ci-apres. 

15 

1 °) Pr6l6vement rapide de deux cerveaux entiers de rats m§les Wistar 
(decapitation) et pes6e des cerveaux. 

2°) Homog6n6isation des cerveaux dans 10 x le poids en volume de solution S : 
S = sucrose 0.32 M 
20 KH 2 P0 4 10 mM pH 6.0 

EDTA 1 mM 

3°) Centrifugation a 915 g a 4°C pendant 10 minutes (Du Pont Instruments, Sorvall 
RC-5B) et r§cup6ration du sumageant. 

4°) Centrifugation £ 18200 g a 4°C pendant 20 minutes (Du Pont Instruments, 

25 Sorvall RC-5B). 

5°) Pr6l6yement du culot et 6datement des synaptosomes dans 70 x le poids en 
volume d'eau distill6e & 0°C. Polytroner 30 secondes d Vitesse maximale. 
6°) Partage dans des tubes de centrifugation Beckman selon le volume et 
centrifugation & 51000 g k 4°C (Beckman, ultracentrifugeuse L8-70M) pendant 20 

30 minutes. 

7°) Lavage des culots dans le tampon KH 2 P0 4 50 mM pH 6.0 d 0°C 
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8°) Partage dans des tubes de centrifugation Beckman selon le volume et 
centrifugation £ 51000 g & 4°C (Beckman, ultracentrifugeuse L8-70M) pendant 20 
minutes. 

9°) Recuperation et congelation des culots d -80°C. 

5 

Partie 1 : ETUDE DES CARACTERISTIQUES PHARMACOLOGIQUES DU SITE 
DE LIAISON DE L'ACIDE XANTHURENIQUE SANS IONS 

Protocole de liaison 

10 

Protocole classique : 

Le binding est r6alis6 dans du tampon Pipes 50 mM pH 7,4 d 0°C (sur glace) en 
presence de membranes synaptiques (quantite proteique variant de 0.1 d 0.3 mg 
par tube), d'acide xanthur6nique tritie ([ 3 H]-AX en concentration variable selon le 

15 type d'experience) et soit du tampon (pour la determination de la liaison totale: LT) 
soit de Pacide xanthur§nique "froid" non triti6 (Sigma) £ 2 mM (pour la determination 
de la liaison non specifique: LNS). La soustraction entre liaison totale et liaison non 
specifique donne la liaison specifique: LS. Le temps d'incubation est de 25 min. La 
filtration qui permet la separation du [ 3 H]-AX libre du [ 3 H]-AX fixe & son (ses) site (s) 

20 de binding s'effectue par aspiration rapide du milieu d'incubation £ travers des fiitres 
en fibres de verre (GF/B) Whatman qui sont ensuite laves de fagon successive 2 fbis 
par du tampon Pipes 50 mM pH 7,4 froid (en tout 3x3 ml). Les fiitres sont places 
dans des fioles de comptage et on y ajoute 5 ml de Rotiszint® (Roth). Le comptage 
s'effectue dans un compteur k scintillation liquide (Beckman LS6000sc). 

25 

Protocole pour la determination de I'effet pH : 

Le binding est r£alis6 selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
£ partir de tampon Pipes 50 mM £ diff6rents pH (pH etudies : 5,5 ; 6,0 ; 6,5 ; 7,0 ; 
7,5 ; 8,0). La concentration en acide xanthur6nique triti6 ([ 3 H]-AX) est de 200 nM et 
30 pour I'etude de la liaison non specifique on utilise une concentration de 2 mM 
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d'acide xanthurSnique non triti6 (AX). La soustraction entre liaison totale et liaison 
non spScifique donne la liaison sp6clfique qui varie en fonction du pH. Les r§sultats 
pr§sent6s dans la Figure 8 montrent que le pH optimum de binding de Tacide 
xanthurSnique est de 7,4-7,5. 



Mesure de la zone de proportionnalite en fonction des proteines 
Le binding est realist selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
a partir de tampon Pipes 50 mM pH 7,4 (pH optimum). On fait varier la quantite 
proteique (0.04 mg a 0.5 mg par tube). La concentration en acide xanthur6nique 

10 tritie ([ 3 H]-AX) est de 200 nM et pour l'6tude de la liaison non sp£cifique on utilise 
une concentration de 2 mM d'acide xanthur6nique non tritie (AX). La soustraction 
entre liaison totale et liaison non sp6cifique donne la liaison sp6cifique qui varie en 
fonction de la quantite proteique : jusqu'a une quantity proteique de 0.5 mg par tube 
on reste dans la zone de proportionnalite. Les rgsultats sont prSsentes sur la Figure 

15 9. Pour les experiences ulterieures, on travaillera entre 0.15 a 0.3 mg de proteines 
partube. 

: ■ : I . 

Mesure des constantes cin&ique du binding : a 



d partir de tampon Pipes 50 mM pH 7,4 (pH optimum). La concentration en acide 
25 xanthurgnique tritte ([ 3 H]-AX) est de 200 nM et pour I'etude de la liaison non 
sp6cifique on utilise une concentration de 2 mM d'acide xanthur6nique non tritte 
(AX). La preparation membranaire synaptique est ajoutee dans chaque tube et on 
proc6de a la filtration rapide aux difterents temps etudies; les temps d'incubation 
varient de 1 minute d 40 minutes. La soustraction entre liaison totale et liaison non 
30 spScifique donne la liaison sp6cifique qui augmente en fonction du temps pour 
atteindre un 6quilibre : l'6quilibre est attaint aux alentours de 10-15 minutes. 
L'analyse au logiciel Graphpad Prism de liquation de ('association exponentielle 



5 



20 



** Constante du taux d'associatlon ou (ki ou kon) : l^lip 
Le binding est realise selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
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5 



25 



donne une constants du taux observe Kob exprime en min' 1 qui n'est pas le m§me 
que le kon. La valeur du kob est de 0.53 ± 0.16 min" 1 (Figure 10). 
Equation utilises pour le calcul du ton : 

kon = kob - koff en M' 1 min * 
[radioligand] 



** Constante du taux de dissociation ou (k.1 ou koff) : 

Le binding est realise selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
10 a partir de tampon Pipes 50 mM pH 7,4 (pH optimum). On precede £ une 
incubation de la preparation membranaire synaptique avec I'acide xanthur6nique 
tritie (200 nM) pendant 25 minutes (liaison totale) puis on y ajoute Pacide 
xanthur6nique non radiomarque (2 mM) que Ton laisse incuber pendant diff&rents 
temps pour observer la dissociation et on procSde d la filtration rapide; les temps 
15 d'incubation variant de 1 minute £ 45 minutes. Initialement le [ 3 H]-AX est lie a son 
site de binding, I'equilibre est attaint puis plus on incube pendant des temps 
prolonges avec VAX non radiomarque plus il y a une diminution du binding qui 
traduit la dissociation du complexe site de binding-[ 3 H]-AX. La dissociation est 
rapide et I'analyse au logiciel Graphpad Prism de liquation de la dissociation 
20 exponentielle donne la constante du taux de dissociation koff exprime en min' 1 . La 
valeur du koff est de 0.33 ± 0.07 min 1 (Figure 1 1 ). 

**Ces deux constantes permettent d'extrapoler de fagon approximative une valeur 
pour le K<j = koff/kon = 330 nM. 



Experience de saturation, mesure r6elle du Kd et Bmax 



Le binding est realise dans du tampon Pipes 50 mM pH 7,4 a 0°C (sur glace) en 
presence de membranes synaptiques (quantite proteique variant de 0.1 a 0.3 mg 
30 par tube), d'acide xanthur6nique tritie et soit du tampon (pour la determination de la 
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■ * i; 

liaison totale) soit de Tacide xanthurenique non radiomarqu6 & 2 mM (pour la 
determination de la liaison non specifique). Le temps d'incubation est de 25 min. 
puis on procede £ la filtration. 

On fait varier la concentration en acide xanthurenique tritie de fagon croissante afin 
5 d'arriver a une occupation des sites de liaison maximale ( plateau de saturation). On 
realise la meme chose en presence d'un exc£s d'acide xanthurenique non 
radiomarque afin de determiner la liaison non specifique du [ 3 H]-AX. Ainsi en 
soustrayant la liaison totale de la liaison non specifique on obtient (a liaison 
specifique de Tacide xanthurenique a son (ou ses) site(s) de binding. Uanalyse au 

10 logiciel Graphpad Prism permet de determiner Taffinite de Tacide xanthurenique 
pour son (ou ses) site(s) de liaison : le Kd est de 743 nM ± 250 nM. De mdme le 
logiciel Graphpad Prism permet de determiner le nombre de sites de liaison 
presents sur une preparation de membranes d'origine synaptique obtenues a partir 
de cerveaux entiers de rat : le Bmax est de 6.9 pmol/mg de proteines ±1.2 pmol/mg 

15 de proteines (Figure 12). 

Experience de competition, mesure d'une CI50 (concentration inhibitrice 50) 

Le binding est realise dans du tampon Pipes 50 mM pH 7,4 £ 0°C (dans la glace) en 
20 presence de membranes synaptiques (quantite proteique variant de 0.1 £ 0.3 mg 
par tube), d'acide xanthurenique tritie (200 nM) et soit du tampon (pour la 
determination de la liaison totale), soit de Tacide xanthurenique non radiomarque £ 
2 mM (pour la determination de la liaison non specifique) et soit des concentrations 
variables d'une molecule non radiomarqu6e. Si la molecule reconnalt le site de 
25 liaison du ^KI-AX de fagon reversible alors les 2 ligands vont entrer en competition 
et on obtiendra une courbe de d6placement du [ 3 H]-AX en fbnction de la 
concentration de la molecule competitrice. Le temps d'incubation est de 20-25 min. 
puis on procede £ la filtration. 
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Le radioligand [ 3 H]-AX a 6t6 prepare par hydrog6nation catalytique de I'acide 5,7- 
dichloro-8-hydroxyquinol6ine-2-carboxylique en presence de palladium sur charbon 
(10%) dans le methanol et en presence de tritium gaz. 
Le compose, aprds purification par HPLC, prdsente une activite de 10Ci/mmole. 

5 

L'analyse au logiciel Graphpad Prism permet de determiner la CI50 qui repr6sente 
la concentration de la molecule qui bloque 50 % du binding de I'acide 
xanthur6nique. Lorsque I'on effectue une experience de competition entre le [ 3 H]-AX 
et TAX non radiomarque, on obtient une courbe de dgplacement dont l'analyse au 
10 logiciel Graphpad Prism nous donne un module de liaison a deux sites, une CI50 & 
300 nM et une CI50 & 57 pM. Selon ce protocole, on peut effectuer des 
experiences de competition avec des molecules de synthase et ainsi identifier ou 
caracteriser des agonistes ou antagonistes, en particulier ayant une meilleure 
affinite pour le recepteur de I'acide xanthur6nique que TAX lui-meme. 

15 

Pour cela avant de proceder d une experience de competition classique pour 
determiner une CI50, on effectue d'abord un "screening" c'est a dire que I'on teste £ 
une concentration relativement basse (10 |jM) les molecules sur le defacement de 
200 nM de [ 3 H]-AX (en gardant comme contrdle TAX non radiomarqu6) et Ton 
20 regarde si cette concentration deplace de fagon identique ou meilleure cette meme 
concentration en AX non radiomarque. Si oui, on determine la CI 50. 

Uetude du d6placement du [ 3 H]-AX par des metabolites du tryptophane (L- 
kynur6nine, 30H-DL-kynurenine, 5 hydroxy-L- tryptophane, acide picolinique , acide 
25 3 hydroxy anthranilique) dont I'acide xanthur6nique fait partie a 6galement 6t6 
r6alis6e en screening & 200 pM. Aucun des composes ne deplace de fagon 
significative I'acide xanthur6nique. Par contre le screening realise sur I'abide 
kynur6nique reveie qu'il n'y a pas de d6placement du [ 3 H]-AX de son (ses) site(s) de 
liaison mais une potentialisation de cette liaison. En effet on obtient urie liaison de 
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Pacide xanthurenique triti6 superieure a ce que Ton obtient dans les conditions 
normales de binding. 

Effet des ions sur la liaison de Pacide xanthurenique a son (ses) sites de liaison 

5 

L'etude de Pinfluence d'ions sur la liaison de Pacide xanthurenique £ son (ses) 
site(s) de liaison est realise dans un tampon Tris Maieate 50 mM pH 6.5 e 0°C 
(dans la glace) en presence de membranes synaptiques (quantity proteique variant 
de 0.1 & 0.3 mg par tube), d'acide xanthurenique tritie (200 nM) et soit du tampon 
10 (pour la determination de la liaison totale), soit de Pacide xanthurenique non 
radiomarque & 2 mM (pour la determination de la liaison non specifique) et une 
concentration de 1 mM en ions. Le temps d'incubation est de 25 minutes. Les ions 
suivants ont ete testes : Cu 2+ (CuCI 2 ); Zn 2+ (ZnCI 2 ); Mg 2 * (MgCI 2 ); Mn 2+ (MnCI 2 ); 
Cd 2+ (CdCI 2 ); Sn2+ (SnCI2), Fe 3+ (FeCI 3 ). 

15 

Les courbes EC50 pour les differents ions (Figure 14) donnent la preference aux 
ions cuivriques : ceux-ci possedent un EC50 d'environ 100 pM alors que les ions 
zinc possedent un EC50 d'environ 500 pM. Une concentration de 100-200 pM en 
ions cuivriques represente approximativement les concentrations endogdnes 
20 cerebrates. 

□'autre part, au cours de nos recherches sur Pexistence de ligands endogdnes 
cer6braux pouvant jouer un r6le au niveau du site de binding XA ou au niveau d'un 
site modulateur de ce r6cepteur, nous avons constate que ('adenine et ses derives 
25 [adenosine, adenosine diphosphate (ADP) ou adenosine triphosphate (ATP)] 
presentaient une affinite significative pour le site xanthurenique et inhibaient la 
fixation de XA tritie. II est tr&s probable que ces derives jouent un role important 
dans la modulation de Pactivite du site XA au niveau cerebral. Ces molecules 
peuvent representor des modeles pour la realisation de ligands analogues 
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sfructuraux pouvant interferer avec les sites XA pour la confection d'outils 
therapeutiques ou pharmacologiques. 

Partie 2 : ETUDE PES CARACTERISTIQUES PHARMACOLOGIQUE S DU SITE 
5 DE LIAISON DE L'ACIDE XANTHURENIQUE EN PRESENCE D'lONS CU1VRE 



Protocole de Binding classique (protocole etabli a partir des etudes du pH, de la 
10 proportionnalite. des constantes cinetique et de la saturation) 

Le binding est realise dans du tampon Tris Maleate 50 mM pH 6.5 a temperature 
ambiarrte en presence de membranes synaptiques (quantite proteique variant de 
0.1 a 0.25 mg par tube), d'acide xanthurenique tritie ([ 3 H]-AX en concentration 

15 variable selon le type d'experience), 200 uM de CuCI 2 et soit du tampon (pour la 
determination de la liaison totale: LT) soit de I'acide xanthurenique "froid" non tritie 
(Sigma) a 2 mM (pour la determination de la liaison non specifique: LNS). La 
soustraction entre liaison totale et liaison non specifique donne la liaison specifique: 
LS. Le temps d'incubation est de 25 min. La filtration qui permet la separation du 

20 [ 3 H]-AX libre du [ 3 H]-AX fixe a son (ses) site (s) de binding s'effectue par aspiration 
rapide du milieu d'incubation a travers des filtres en fibres de verre (GF/B) Whatman 
qui sont ensuite laves de facon successive 2 Ibis par du tampon Tris Maleate 50 
mM pH 6.5 a temperature ambiante (en tout 3x3 ml). Les filtres sont places dans 
des fioles de comptage et on y ajoute 5 ml de Rotiszint® (Roth). Le comptage 

25 s'effectue dans uri compteur a scintillation liquide (Beckman LS6000sc). 

Effet pH : 

Le binding est realise selon le modele classique: Le milieu d'incubation est prepare 
30 a partir de tampon tris Maleate 50 mM a temperature ambiante a differents pH (pH 
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etudi6s : 5,5 ; 6,0 ; 6,5 ; 7,0 ; 7,5 ; 8,0). La concentration en acide xanthurenique 
tritie ([ 3 H]-AX) est de 200 nM (+ 20 pM d'acide xanthurenique) et pour l'6tude de la 
liaison non sp6cifique on utilise une concentration de 2 mM d'acide xanthurenique 
non tritie (AX). Le milieu d'incubation contient 200 pM de CuCI 2 . La soustraction 
5 entre liaison totale et liaison non sp6cifique donne la liaison spgcifique qui varie en 
fonction du pH (Figure 15) : le pH optimum de binding de I'acide xanthurenique est 
de 6,4-6,5. 

k ... 

Mesure de la zone de proportionnalite en fonction des proteines : . 

10 

Le binding est realise selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
a partir de tampon Tris Mal6ate 50 mM pH 6.5 3 temperature ambiante (pH 
optimum). On fait varier la quantity proteique (0.07 mg a 0.4 mg par tube). La 
concentration en acide xanthurenique tritie ([ 3 H]-AX) est de 200 nM et pour retude 

15 de la liaison non sp6cifique on utilise une concentration de 2 mM d'acide 
xanthurenique non tritie (AX). Le milieu d'incubation contient 200 pM de CuCI 2 . La 
soustraction entre liaison totale et liaison non sp6cifique donne la liaison sp^cifique 
qui varie en fonction de la quantity proteique : jusqu'a une quantity proteique de 
0.25 mg par tube on reste dans la zone de proportionnalite (Figure 16). Pour les 

20 experiences ulterieures, on travaillera entre 0. 1 0 d 0.25 mg de proteines par tube. 

Mesure de I'effet dose du cuivre sur le binding de I'acide xanthurenique 

Le binding est realise selon le module classique: Le milieu d'incubation est prepare 
25 £ partir de tampon Tris Maieate 50 mM pH 6.5 a temperature ambiante (pH 
optimum). On fait varier la concentration en cuivre (CuCI 2 ) de 3.10" 7 M a 3.10" 4 M. 
La concentration en acide xanthurenique tritie ([ 3 H]-AX) est de 400 nM (et 20 pM 
d'acide xanthurenique) et pour retude de la liaison non sp6cifique on utilise une 
concentration de 2 mM d'acide xanthurenique non tritie (AX). On obtient une courbe 
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effet dose dont Tanalyse au logiciel Graphpad Prism nous donne une EC50 
(concentration efficace 50) .d 33.4 pM avec un coefficient de Hill de 1.8 (Figure 17). 

Experience de saturation, mesure reelle du Kd et 

5 

Le binding est realist dans du tampon Tris Maieate 50 mM pH 6.5 a temperature 
ambiante en presence de membranes synaptiques (quantity proteique variant de 
0.10 & 0.25 mg par tube), d'acide xanthurenique tritie et soit du tampon (pour la 
determination de la liaison totale) soit de I'acide xanthurenique non radiomarqu6 & 2 
10 mM (pour la determination de la liaison non specifique). Le temps d'incubation est 
de 25 min. puis on proc&de & la filtration. 

On fait varier la concentration en acide xanthurenique tritie de fagon croissante afin 
d'arriver a une occupation des sites de liaison maximale ( plateau de saturation). On 
realise la meme chose en presence d'un exces d'acide xanthurenique non 

15 radiomarque afin de determiner la liaison non specifique du [ 3 H]-AX. Ainsi en 
soustrayant la liaison totale de la liaison non specifique on obtient la liaison 
specifique de Pacide xanthurenique & son (ou ses) site(s) de binding. Uanalyse au 
logiciel Graphpad Prism permet de determiner Faffinite de I'acide xanthurenique 
pour son (ou ses) site(s) de liaison : le Kd est de 7.56 pM ± 0.8 pM. be meme le 

20 logiciel Graphpad Prism permet de determiner le nombre de sites de liaison 
presents sur une preparation de membranes d'origine synaptique obtenues £ partir 
de cerveaux entiers de rat : le Bmax est de 581.8 pmol/mg de proteines ± 33 
pmol/mg de proteines (Figure 18). 

25 Experience de competition, mesure d'une CI50 (concentration inhibitrice 50) 

Le binding est realise dans du tampon Tris Maieate 50 mM pH 6.5 3 temperature 
ambiante en presence de membranes synaptiques (quantite proteique variant de 
0.1 & 0.3 mg par tube), d'acide xanthurenique tritie (200 nM) et soit du tampon 
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(pour la determination de la liaison totale), soit des concentrations variables d'AX 
non radiomarqu6(10" 3 M d 10" 10 M). 

L'analyse au logiciel Graphpad Prism permet de determiner la CI50 qui repr§sente 
la concentration de la molecule qui bloque 50 % du binding de I'acide 
5 xanthur6nique. L'experience de competition entre le [ 3 H]-AX et TAX non 
radiomarqu6, permet d'obtenir une courbe de d6placement dont l'analyse au logiciel 
Graphpad Prism nous donne un moddle de liaison £ deux sites, une CI50 a 1 pM et 
une CI50 a 114 pM (Figure 19). 

10 

• Etude de la distribution regionale des sites de liaison de XA dans le 
cerveau de rat par autoradiographie quantitative suivie d'analyse 
d'images. 

15 Methode : trois cerveaux de rat males Wistar adultes sont rapidement extraits 
apres decapitation de I'animal et congel6s dans de I'isopentane maintenu a -40°C 
par de la carboglace. Les divers cerveaux sont ensuite sectionnes a I'aide d'un 
cryostat en coupes de 20 pm d'epaisseur. Ces coupes sont 6tal6es sur des lamelles 
de verre qui sont ensuite rapidement s6ch6es a Pair froid. Les lamelles, assembles 

20 sur un cadre, sont ensuite incubees pendant 10 minutes dans un tampon PIPES 50 
mM, pH 7.4, maintenu a 0°C par de la glace. Les lamelles sont ensuite trempees 
pendant 20 minutes dans le m§me tampon, contenant en plus 200 nM de XA 
radioactif. Apr6s trois bref lavages de chacun 10 secondes dans le tampon PIPES 
depourvu de ligand radioactif, les coupes sont sechees par un courant d'air froid. 

25 Elies sont ensuite exposees e Pobscurite centre un film sensible au tritium. Apres 2 
mois d'exposition dans des cassettes hermetiques, les films dont developp6s et les 
niveaux de gris sont numeris6s et compares e une 6chelle de radioactivite tritium 
arbitraire, calibr6e en Curie par gramme d'equivalent tissu (Amersham). Les 
resultats, qui represented e un facteur pres, la repartition des densites des 

30 recepteurs XA dans les diverses regions du cerveau de rat, sont donnees dans le 
tableau ci-joint. 
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Distribution rggionale des sites de liaison du [ 3 H] Xanthur6nate. 
(Coupes sSriees de 20 pm de cerveau de Rat Wistar). 



Structure c£r£brale Valeur densitom6trique int6gr6e nCi / g t SD (n=3) 



Noyau caude partie laterale 


195 1 3.1 


1942.6 1 30.3 252.0 1 4.0 fmol /mg 


Substance noire compacte 
(As) 


126t 2.0 


806.5 1 13.8 104.6t 1.8 

i 


Noyau interp6donculaire 


127 1 4.3 


822.9 1 17.3 106.8 1 2.2 


Noyau amygdale centrale 


194 1 4.3 


1921 .3 1 42.9 249.4 1 5.6 


Hippocampe dorsal 


203 1 9.8 


2068 1 41.1 268.5 1 5.3 


Hippocampe ventral 


128 1 2.1 


847.5 1 16.9 110.0 1 2.2 


Noyau thalamus mediodorsal 


172 1 3.5 


1568.8 1 39.3 203.7 1 5.1 


Noyau thalamus median post. 


180 1 7.5 


1701 1 69.9 220.9 1 9.0 


Hypothalamus dorsom6dian 


180 1 6.3 


1700 1 73.2 220.7 1 9.5 


Aire tegmentale ventrale (Ai 0 ) 


119 1 7.5 


691.8 1 43.6 89.8 1 5.6 


Noyau accumnbens lateral 


193 1 10 


1904.9 1 99.0 247.3 1 12.8 


Noyau raph§ dorsal (B 7 ) 


121 t 10 


724.5 1 59.8 94.1 1 7.7 


Noyau raph6 median (B 8 ) 


110 1 2.0 


544.2 1 16.9 70.6 1 2.2 


Lobules c6r6belleux 


180 1 3.5 


1740.9 1 58.5 226.0 1 7.6 


Cortex parietal 


184 1 1.4 


1757.3 1 23.3 228.2 1 3.0 


Cortex temporal 


115 1 7.7 


634.4 1 52.3 82.4 1 6.8 


Cortex cingulaire partie ant. 


180t 5.2 


1691 .8 1 49.5 219.7 1 6.4 


Cortex prefrontal 


180 t 11.5 


1691.8 1 108.2 219.7 1 14.0 


Gris p&riaqueducal 


125 1 5.65 


724.5 1 40.0 94.1 1 5.2 


Cortex pyriforme 


186t 7.7 


1798.3 1 91.7 233.5 1 11.9 


Bulbes olfactifs 


181 1 7.0 


1703 1 81.5 221.2 1 10.6 


Medulla oblongata . 


149 1 4.9 


1249.1 1 50.7 162.2 1 6.6 
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Globus pallidus 


163 1 7.7 


1413.2 1 67.2 183.5 1 8.7 


Noyau septum lateral 


175 1 6.1 


1609 1 55.7 208.9 1 7.2 


Noyau septum median 


147 14.9 


1150 1 116.3 149.4 1 15.1 


Cortex occipital 


152 1 51 


1232 1 291.7 160.0 1 37.8 



5. ETUDE DE LA MODULATION PAR LE XA DE UACTMTE 
DOPAMINERGIQUE NIGRO-STRIEE ET MESO-CORTICO-LIMBIQUE. 

Materiels et Methodes 

• Animaux : Rats males adultes Wistar pesant 250 3 275 g, heberggs par deux 
dans des cages plastiques avec une illumination standard de 7h & 19 heures et 
ayant un acc6s libre a I'eau et & la nourriture. Les etudes sur ces animaux ont 
§te menses en accord avec les rgglements du Conseil des Communautes 
Europ6ennes du 24 novembre 1986 ( 86/609/EEC). 

• Produits chimiques: XA; 6-OHDA hydrobromide; 2,4,5- 
trihydroxyphenylethylamine et desipramine ont §t6 obtenus chez Sigma). Le 
NCS-486 a 6t6 fabriqu6 par le Laboratoire de Pharmacochimie du CNRS, 
Strasbourg. 

• Protocole chirurgical: Une canule en I, avec une extremity de 4 mm, 

• (CMA 12, Carnegie, Suede) a 6t6 utilises pour les exp§riences, . La membrane 
de dialyse, de diamdtre 500 pm, est constitute de polycarbonate-polyether avec 
un seuil d'arret d 20 Kda. Le guide de sonde est implants dans le CPF sous 
repaire st6r6otaxique, les animaux 6tant anesthesias par du chlorhydrate de 
k6tamine (150 mg / kg / i.p.) 

• Lesions a la 6-hydroxydopamine des noyaux dopaminergiques A9 et A10 
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Les animaux sont anesth6si6s & la K6tamine (100 mg /kg i.p.). La 6-OHDA est 
dissoute dans du s6rum physiologique oontenant 0.01% d'acide ascorbique £ la 
concentration de 4 pg / pL Un pi sont injects en deux minutes, sous repaires 
stereotaxiques, a I'aide d'une seringue de Hamilton dans A9/A10. Aprds injections, 
5 on attend la diffusion de la toxine pendant une minute. Les neurones 
noradr6nergiques sont proteges par rejection pr6alable & Panimal de desipramine 
25 mg/ kg i.p. , 45 minutes avant la 6-OHDA. 

4 semaines apr§s, les rats sont administrds par 1 mg/kg d'apomorphine en injection 
sous-cutan6e et le nombre de tours controlat6raux effectues 15 minutes apr£s 
10 rejection, sont enregistr6s. 

Les rats I6ses ont effectue 130 ± 45 tours / 15 minutes. Six semaines apres 
rinjeclion locale de 6-OHDA dans les nayaux dopaminergiques A9/A10 droits, les 
rats pr£sentant une bonne alteration fonctionnelle ont 6t£ s6lectionn6s et implants 
pourdes etudes en microdialyse. 

15 

• Protocole de microdialyse 

Les experiences ont 6te r6alisees sur des rats conscients I6s6s et non I6s6s, 24 d 
48 heures aprSs Intervention chirurgicale (mise en place du guide de microdialyse). 
La composition du milieu de microdialyse est : NaC1 147 mM; CaCI2 1,2 mM; MgCI2 
20 1,2 mM; KCI 4,0 mM, pH 6,5. La vitesse de dialyse est de 1 pi / min (pompe CMA 
100, Carnegie). Les dialysats sont collects toutes les 20 minutes et immediatement 
stock6s dans I'azote liquide jusqu'a ('analyse. 

• Analyse de la dopamine, DOPAC et HVA dans les liquides de 
25 microdialyse 

Ces composes sont analyses par HPLC avec detection electrochimique. Le 
systeme chromatographique consiste en une colonne 25 cm X 4.6 mm C18 
maintenu d une temperature constante de 30°C. La phase mobile est constitute de 
NaH2P04 50 mM contenant 0.1 mM EDTA et du methanol 6%, le pH de la solution 
30 etant regie £4.85. 
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• Rendements in vitro 

Le rendement in vitro pour le dialyse de la dopamine a 6t6 prdalablement mesure a 
16% £ la temperature du laboratoine et pour une Vitesse de dialyse de 1pl / min. 

• Histologie 

5 Apr£s les experiences, le placement correct de la sonde est toujours verifi6 par 
examen histologique post-mortem du cerveau de I'animal, apres fixation dans du 
paraformaldehyde. 

• Analyses statistiques 

Les analyses de microdialyse ont 6t6 6valu6es statlstiquement par un ANOVA suivi 
1 0 d f un test de comparison multiples de Newman-Keuls. 

RESULTATS 

15 

• Effet / dose du XA infuse localement dans le CPF sur la modification 
des concentrations extracellulaires de dopamine. 

Les concentrations de XA retrodialysees ont ete respectivement de 1 pM (cercles 
20 noirs),de 5 pM (carr£s noirs) et de 20 pM (triangles noirs). L'application de XA se 
fait pendant une dialyse de 20 minutes. Les r6sultats sort exprim6s en pourcentage 
de la liberation moyenne de base pour la dopamine (8 fractions de 20 min avant la 
stimulation par le XA), Figure 20. 

La plus faible concentration en XA (1pM) ne modifie pas la liberation de dopamine. 
25 Par contre, la concentration de 5 pM (environ 1.5 pM de XA dans le tissu cerebral 
selon les donnees du rendement in vitro) fait augmenter la liberation extracellulaire 
de dopamine d'environ 250%. La dose de 20 pM (environ 6 pM dans le tissu) fait 
augmenter la dopamine d 400-450%. 



30 



• Effets de ^application locale de 20 pM de XA dans le CPF sur les taux 
de dopamine, DOPAC et HVA. 
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Les resultats sont exprimes en pourcentage de dopamine libere par rapport a la 
ligne de base (8 x 20 min de dialyse avant flnjection du XA), Figure 21. Les carres 
noirs representent la dopamine, les cercles noirs represented le DOPAC et les 
5 carres blancs representent I'HVA. Dans ce cas, I'augmentation de dopamine est, 
comme precedement, de 400-450% du niveau basal apres 20 minutes, mais les 
taux de DOPAC et d'HVA baissent legerement au bout de 100 a 120 minutes. 

10 • Effets de I'application locale de 20 |JM de XA dans le CPF sur la 
liberation extraceilulaire de dopamine, en presence ou en absence de 
20 uM de NCS-486. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de la liberation basale de dopamine 
15 (moyenne de 8 x 20 minutes fractions de dlalysats avant le traitement avec XA 
(Figure 22). Application de 20 pM de XA pendant 20 minutes (cercles noirs), ou co- 
infusion de XA 20 uM + NCS 486 20 pM (carres blancs) ou application de 20 pM de 
NCS-486 seul (Wangles blancs). On peut observer que le traitement avec NCS-486 
seul ou NCS-486 + XA ne modifient pas la liberation de dopamine, par contre XA 
20 seul augmente cette liberation de 300% environ, 40 minutes environ apres la 
stimulation. 

6. ETUDES ELECTROPHYSIOLOGIQUES 

25 

Enregistrementselectrophysiologiques 

Les cellules de la lignee neuronale NCB-20 elaient enregistn§es grace a la 
technique du patch-clamp (Hamill et al., 1981) dans sa configuration dite cellule 
30 attachee. Les milieux d'enregistrements 6taient congus tel que seule I'activite des 
canaux cationiques aspecifiques et des canaux a chlorure se trouvant dans le 
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fragment de membrane sous la pipette, pouvait §tre enregistr6e de manure Isolde. 
Les courants sp6cifiques calciques, sodiques et potassiques Staient minimis6s par 
substitution de la majority des cations.du milieu pipette, par un cation imperm6ant la 
N-methyl-D- glucamine (NMDG) ou blocage par du TEA (T&ra-Ethyl-Ammonium). 
5 La substitution des cations permSants dans la pipette par la NMDG permettait aussi 
d'avoir les courants cationiques asp6cifiques essentiellement dans le sens sortant 
la composante entrante §tant minimls6e. En outre, dans certaines experiences 
I'activitG des canaux d chlorure 6tait enregistr6e uniquement dans le sens entrant 
grace au remplacement des ions chlorure du milieu pipette par du TCA (acide 

10 trichloracetique). Le contrdle du potentiel de membrane cellulaire d une valeur 
proche de zero mV se faisait en utilisant un milieu extracellulaire KCI. Ainsi le 
potentiel du fragment de membrane enregistr6 correspond d Poppose du potentiel 
impost dans la pipette d'enregistrement. Dans ces conditions les solutions 
d'enregistrement avaient la composition suivante : (en mM) : NMDG/CI(ou TCA) 

15 140, KCI 2, MgCI 2 1, HEPES 10, TEA/CI 15, pour le milieu pipette et NaCI , KCI 
141, CaCI 2 0.5, HEPES 10, EGTA 5, pour le bain, le pH 6tait ajuste dans les deux 
cas £ 7.4 avec respectivement du TRIS base et KOH. 

Les produits chimiques provenaient de chez Sigma (Saint Quentin Fallavier, 
20 France). 

AprSs realisation d'un 'gigaseal' avec des pipettes d'une resistance comprise 
entre 4 et 7 Mf2, les courants ioniques etaient mesur§s grace k un amplificateur de 
patch-clamp (EPC-7 amplifier, List-Medical, Darmstadt, RFA ou Axopatch B200, 
Axon Instruments, CA). L'acquisition du signal se faisait ensuite (Frequence 

25 d'acquisition de 1 & 5 kHz) 3 I'aide d'une carte interface (Scientific Instruments, OH) 
et du logiciel pClamp6 (Axons Instruments, CA). Les produits Staient dilu§s a la 
concentration voulue dans le milieu extracellulaire. ^application se faisait par 
gravity & travers un systeme de perfusion multivoies chacune d'elles ayant un 
diam&tre interne de 300 pm.. Le changement de solution s'op6rait en pla$ant apr§s 

30 ouverture du robinet la voie correspondante en face de la cellule enregistr&e. 
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R6sultats 

Les cellules NCB-20 expriment un site de liaison qui reconnaTt specifiquement 
I'acide xanthurenique. Le but de ces experiences fbnctionnelles etait de detecter 
5 tout ph6nom6ne membranaire eiectrog6nique pouvant §tre active par le(s) 
r6cepteur{s) de I'acide xanthurenique. Certains arguments laissaient £ penser que 
ce recepteur est couple aux proteines G et done qu'un effet membranaire passerait 
par un relais intracellular. Nous avons en consequence prospecte une eventuelle 
action sur les permeabilites cationiques et chlorures dont Tactivation depend a la 

10 fois du potentiel de membrane et de facteurs cytosoliques (essentiellement Hon 
calcium et les proteines kinases; Evans and Marty, 1987; Taleb et a/. ,1988; Leech 
et a/., 1996). Ces deux types de canaux ioniques ont done 6t6 enregistr6s de 
manure isolee (voir methodes) et selon la mise en jeu de Tune ou I'autre des deux 
permeabilites. Le potentiel d'inversion de la r6ponse serait compris entre -49.5 ou - 

15 11.8 mV respectivement pour une reponse cationique (cations monovalents) ou 
chlorure. Dans ces conditions tout changement au niveau des facteurs 
cytoplasmiques sera reveie par les parametres de la relation courant potentiel 
(Figure 23). 

20 Les cellules etaient enregistr§es en cellule-attachee. Le courant traversant les 
canaux inseres dans la membrane sous la pipette etait enregistre de manidre 
isoI6e. Le potentiel de la membrane cellulaire etait impost § 0 mV par une 
concentration de KCI dans le bain equlvalente a celle du milieu cytoplasmique. 
Dans ces conditions le potentiel du fragment de membrane sous la pipette est 

25 oppose d celui de la pipette. 

Effet de I'acide xanthurenique sur r activation du courant cationique 

Le fragment de membrane enregistre 6tait periodiquement stimuie (frequence 0.2 
30 Hz) par une rampe de potentiel de -70 & 100 mV (voir protocole dans la Fig.24 A, 
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trace du bas). Dans les conditions contrdles utiiisant un milieu pipette pauvre en ion 
chlorure (substitu6s par du TCA), le courant enregistre 6tait stable et avait une 
amplitude de -0.4 ± 0.1 et 8.6 ± 0.2 pA (n = 30) aux potentiels respectifs de -70 et 
100 mV. Ce courant s'inversait & un potentiel de -48.3 ± 3.5 mV (n = 3). Cette valeur 
5 proche du potentiel conversion des cations monovalents (-49.5 mV, si on estime 
que la concentration intracellulaire des ions K* et Na + est respectivement de 140 et 
2 mM ) montre dans ces conditions d'enregistrement, qu'il y a une permeability 
basale selective aux cations. La relation courant potentiel prSsentait une forte 
rectification sortante (Fig.24A et C), en accord avec la distribution asymetrique des 

10 cations de part et d'autre du fragment de membrane enregistre. En presence de 
I'acide xanthur6nique a une concentration de 1 d 20 pM apr£s un d6lai (de 1 a 4 
min) dependant de la concentration de ragoniste, Tamplitude du courant cationique 
est augmentee (de 10 a 40 %) avec une cin6tique lente sur lequel peut se greffer 
des courants transitoires de grande amplitude. Dans le cas de la fig.24, 

15 ('augmentation de ('amplitude du courant au pique du transitoire et au potentiel de 
1 00 mV 6tait d'un facteur 5. 

En moyenne, pour une concentration de 20 pM de ragoniste, ('amplitude du courant 
est augment6e d'un facteur 5.0 ± 1.7 (n=3). La relation l-V du coUrant 

20 spScifiquernent active en presence de I'acide xanthur6nique (apr^s soustraction du 
courant obtenu en conditions contrdle) a des caract6ristiques similaires & celle du 
courant contrdle (Fig.24C). En particulier, le potentiel d'inversion 6tait quasiment 
identique d celui du contrdle et avait d'une' valeur moyenne de -51.6 ± 2.1 (n=3). 
Ceci est vrai & la fois pour le courant lent et pour le courant transitoire. Cette valeur 

25 du potentiel d'inversion est voisine du potentiel d'equilibre des cations monovalents 
ce qui sugg&re que I'acide xanthur6nique peut induire dans ces conditions, 
Tactivation d'un courant de nature cationique. Le fait que ce courant soit enregistre 
au niveau d'un fragment de membrane physiquement isol6 du reste de la cellule ou 
I'agoniste est appliqu§, montre que Tactivation de ces canaux cationiques passe par 

30 un relais intracellulaire intermediate entre le r§cepteur et le canal. 
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Pour r6pondre d la question si ces canaux cationiques laissent passer aussi les 
cations divalents, en particulier le calcium, nous avons realist le m£me type 
d'expSrience que prec6demment mais avec un milieu pipette contenant 
5 essentiellement des ion Ba 2+ (('ensemble des cations monovalent est remplacS par 
du Ba 2+ & I'exception de 2 mM d'ions K* et 15 mM d'ions TEA + ). Dans ces 
conditions aussi on observe en presence de i'acide xanthurenique, I'activation d'un 
courant dont le potentiel diversion avait cette fois ci une valeur moyenne de 2.6 ± 
2.5 mV (n=7). La substitution des cations monovalents par le Ba 2+ a d6plac6 le 
10 potentiel ^inversion de la r£ponse d'environ 54 mV. Dans le cas oCi les ions Ba 2+ ne 
participeraient pas au courant active par I'agoniste, le potentiel diversion attendu 
aurait une valeur de -53.5 mV. La difference observe temoigne du passage des 
ions Ba 2+ d travers les canaux cationiques. 

15 Effet de I'acide xanthurenique sur I' activation d'un courant chlorure 

Sur un certain nombre de r6ponses en particulier celles qui ne presentent pas de 
courant transitoire, on a observe cependant une Evolution du potentiel diversion 
du courant induit par I'agoniste. Ainsi dans le cas illustr6 dans la Fig.25, le debut de 

20 la r6ponse avait un potentiel d'inversion de -16.5 mV qui temoigne de la 
contamination du courant cationique par un autre courant dont le potentiel 
d'equilibre a une valeur plus d§po!aris6e. Dans une deuxieme phase de la reponse 
le potentiel a evolue vers une valeur encore plus d6polarisee -4.2 mV. le courant qui 
s'est rajoute a un potentiel d'inversion compatible avec un mouvement d'ions 

25 chlorure dans nos conditions exp6rimentales. 

Pharmacologie de la r6ponse a I'acide xanthurenique 

Le NCS-482 applique a une concentration de 10 & 20 pM £ la cellule NCB-20, induit 
une r6ponse quasi-identique £ celle de I'acide xanthurenique (Fig.25 et 26). Ce 
30 r6sultat, montre que le NCS-482, une molecule derive de I'acide xanthurenique 
capable de d6placer la liaison de I'acide xanthurenique, a des propri6t6s d'agoniste 



WO 03/005038 



PCT/FR02/02337 



52 

sur le r6cepteur du Xanthurenate. Le NCS-486 qui est un autre derive de I'acide 
xanthurenique et qui deplace egalement la liaison de I'acide xanthurenique, n'a 
aucune action quand il est applique seul (20uM) par contre sa presence reduit 
('amplitude de la reponse induite par I'agoniste (Fig.26). Ce qui lui confere des 
5 proprietesantagonistes sur lerecepteurdu xanthurenate. 



7. NEUROPHARMACOLOGIE DE L'ACIDE XANTHURENIQUE (XA) 
EVALUATION COMPORTEMENTALE CHEZ LE RAT. 

10 

1) Mesure de I'activite locomotrice par cellules infra-rouges : 

Les doses etudiees ont ete les suivantes : 12.5, 25, 37.5, 50, 100 et 200 mg/kg (i.p.) 
(Figure 27). Ce test a mis en evidence une diminution de I'activite motrice, et ceci a 
15 des doses de XA superieures ou egales a 50 mg/kg. 

L'intensite de la sedation observee a ete proportionnelle a la quantity de produit 
injectee. 

2) Mesure de la reacti vite globale de I'animal par le test « open field ». 

20 

Ce test a continue I'absence de sedation a la dose de 37.5 mg/kg, dose a laquelle 
I'exploration du centre de la cage etait significativement augmentee, ceci pouvant 
§tre interprets comme un effet anxiolytique potentiel (Figure 28). Cette tendance a 
ete confirmee par un test evaluant les interactions sociales entre deux congeneres 
25 (Ramos et al. Behav Brain Res 85 1997 57 - 69). La dose de 50 mg/kg a montre un 
effet significatif de ('augmentation de la duree des interactions sociales de I'animal 
traite par rapport a son congenere temoin non traite. A la dose de 100 mg/kg, la 
sedation significative induite par le produit a perturb^ cette evaluation. 

30 3) Mise en evidence d'un effet de type antidepresseur par le test de 
Porsolt. 
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Les doses utilis6es ont 6te les suivantes : 50, 100, 150 et 200 mg/kg i.p. 

Ce test a ete valid6 par I'lmipramine 30 mg/kg. Le test utilise est le test de Porsolt et 

al. Eur. J Pharmacol 47 (1978) 379 - 391 . 

5 

Les doses de 100, 150, 200 mg/kg ont montr§ une diminution statistiquement 
significative des dutees cumutees d'immobilite indiquant un effet similaire a celui 

. r 

obtenu par rimipramine (Figures 29 et 30). 

10 4) Mise en Evidence d'un effet de I'ac xanthurenique sur les processus de 
memorisation par le test de reconnaissance d'objets. 

Ennaceur et Delacour ; Behav Brain Res 31 (1988) 47 - 59. 
Les doses utilisees ont 6te les suivantes : 37.5 et 75 mg/kg i.p. 

15 

Les r6sultats obtenus (Figure 31) ont montr§ une augmentation significative de 
I'indice de reconnaissance des objets par les animaux traites par rapport aux 
contrdles. L'aug mentation de cet indice peut §tre interpr6tee comme un apport 
b6n6fique du produit favorisant ia mSmoire d court terme. 

20 

5) Effets de Tac. xanthurenique aprds injections intracerebrales. 

Le produit a 6te injecte par voie intra-c6rebroventriculaire (i.c.v) d'une part, et dans 
des structures c6r6brales d6finies d'autre part: aire tegmentale ventrale (A10), 
25 substance noire (A9) ou noyau accumbens. Pour les doses de 2, 4, 10, 50 pg/rat 
de XA, des stereotypies proportionnelles k la dose injectee ont ete obseryees. 
Aprfcs disparition des stereotypies (30 minutes ± 15), la te-injection du XA a conduit 
aux m§mes observations. 

30 6) Etude des potentiality antagonistes du NCS-486 sur des animaux dont 
les voles nigrostriatale et mesocorticolimbique ont ete les£es de 
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mani&re unilateral par des injections intrac6r6brales (VTA ; SNc) d'un 
neurotoxique (6-OHDA) apres protection des neurones 
noradrenergiques par prdtraitement £ la d6sipramine. 

5 Uinjection d'une dose non sedative de XA (25 mg / kg i.p.) n'antagonise pas les 
rotations contralaterales induites par I'injection d'apomorphine (0.05, 0.1 mg /kg 
s.c.) 

La recherche d'une potentialisation des rotations ipsilaterales induites par 
I'amphetamine et Pantagonisme eventuel du NCS-486 sur les rotations ipsilaterales 
10 induites par 25 mg / kg i.p. de xanthur6nate est en cours. 

7) Analyse electroenc6phalographique (EEG) de la sedation induite par 
Tinjection (i.p.) d'ac. xanthur£nique. 

15 Les doses 6tudi6es se sont r§parties entre 50 et 500 mg/kg (i.p). L'analyse E.E.G 
d6taillee n'avait pas mis en evidence de trac6 de type « 6pileptique » ou de type 
« sommeil lent profond ». Seule une reduction de I'amplitude des ondes EEG a et£ 
observ6e. Cette sedation 6tait accompagnge d'une baisse significative de la 
temp6rature corporelle proportionnelle d la dose de produit inject6e (- 0.5° & -2°C). 

20 

EN CONCLUSION, les tests neuropharmacologiques que nous avons men6s chez 
le rat apres traitement £ Pacide xanthur6nique soit par voie periph6rique, soit par 
voie locale, ont montre : 

25 

Le XA poss&de un effet s6datif chez I'animal, avec un effet / dose tr6s d6monstratif. 
Cet effet s6datif est corrobor6 par plusieurs tests. Dans I'open field ou on observe le 
comportement spontan6 de I'animal, nous avons pu remarquer que le XA possedait 
un effet anxiolytique a des doses non sedatives et qu'il favorisait les interactions 
30 sociales. Certains tests visant & explorer un effet antidepresseur du XA ont mdntr§ 
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que celui-ci potentlalisait I'humeur de I'animal, suivant un effet / dose. Des tests 
mn6siques demontrent que le XA favorise la m6moire £ court terme. Enfln, cette 
substance poss§de un fort pouvoir dopaminergique objective par induction de 
stereotypies. Ces stereotypies sont b!oqu6es par I'antagoniste NCS-486 d fortes 
5 doses. L'examen EEG ne montre pas d'effets 6pileptiques du XA ou d'effet 
inducteur sur le sommeil lent profond, par contre on observe urie diminution de 
I'amplitude du trac§ et une hypothermia, ces deux ph6nomenes pouvant etre 
corr6l§s d la sedation. 

10 

8. Mise en evidence et caracterisation d'un systeme de transport pour le 
XA en culture de neurones. 

1) Materiel etMethodes 

15 

MISE EN CULTURE DES CELLULES NCB-20. 
Entretien de la souche cellulaire. 

20 

Les cellules NCB-20 sont conservees congelees dans I'azote liquide sous forme 
d'aliquotes provenant de la souche mere. Dans le cadre d'une etude, un aliquote 
est decongele et mis dans les conditions de culture adequate a I'etude. Pour 
entretenir la lignee, des que la boite de culture cellulaire arrive a confluence, la boite 
25 initiale sert a ensemencer une autre boite en ne prelevant qu'une parHe aliquote des 
cellules mis en suspension cellulaire dans la boite d'origine. Ainsi, les repiquages 
sont realises dans du milieu de DMEM contenant 10% de serum de veau foetal ' 
(SVF) et la dilution est g6n6ralement une dilution au dixieme. 

30 Culture des cellules NCB-20 differenciees. 
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La culture des cellules est pr6par6e grSce & une boite de culture de cellules NCB- 
20 confluente a 80%. Le milieu de culture est 6limine puis remplace par 10 ml de 
DMEM contenant 10% de SVF. Les cellules sont alors d§coll6es et mises en 
suspension par passages rSpetes du milieu a travers une aiguille de 2 mm de 
5 diamdtre. Les cellules sont ensuite compt6es dans un hSmocytomdtre. La 

suspension finale est ajustee d une density cellulaire de 3.10 4 cellules/ml de milieu 
DMEM contenant 10% de SVF et 1 mM d'AMPc. Les boTtes de p6tri sont 
ensemenc6es avec 2 ml de cette suspension puis incubees a 37°C en atmosphere 
satur6e d'humidite et en presence de 5% de CO2. Les cellules sont utilisees 4 jours 
10 apres leur mise en culture. 

MESURE DU TRANSPORT DE XA DANS LES CELLULES NCB-20 

15 A partir de cellules NCB-20 de 4 jours diff6renci£es & I'AMPc, le milieu de culture 
est rempjaod par une des solutions tampon d6crites pr6c6demment (Krebs avec ou 
sans Na + f permettant d'appr6hender respectivement le transport actlf Na + - 
d6pendant et le transport passif qui rel&ve principalement de la diffusion) selon 
('experience envisage. Les bottes de culture sont piac£es dans un bain-marie d 

20 37°C pendant 10 minutes. Le tampon est ensuite remplac6 par la mSme solution 
tampon contenant du [ 3 H]XA et du XA d des concentrations variants de 1 § 500 pM. 
Le [ 3 H]XA est present £ tr6s faible concentration et ne joue qu'un role de traceur du 
XA froid (non radioactif). Aprfes une minute d'incubation, les solutions sont aspir6es 
et les cellules sont Iav6es 3 Ibis 10 secondes avec 1 ml du m§me tampon (Krebs 

25 avec ou sans Na + ), maintenu dans la glace. Le transport actif nScessite de I'energie 
(ATP) et est fortement ralenti £ des temperatures inferieures & 37°C. Le tapis 
cellulaire Iav6 est congete dans les boites puis, le lendemain, de Teau distiliee est 
ajoutee pour obtenir une solution de d6bris cellulaire contenant le radioactif 
intracellulaire ([ 3 H]XA). La congelation permet de faciliter rhomog§neisation par des 

30 passages r6p6tes de la solution £ travers une pipette. Un aliquote (900|jL) est 
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ajoute £ un liquide de scintillation (Rotiszint®, 4 ml). Le reste de la solution est 
pr6lev6 pour effectuer un dosage des proteines selon la m6thode de BCA (Uptima). 
La quantity de radioactivity mesur§e par le compteur a scintillation est convertie 
grace d un etalonnage approprie, en picomoles de XA capture par les cellules/mg 
5 deproteines. 

On effectue la meme manipulation pour chacune des boites contenant les cellules 
diff6renci6es. Toutefois, & chaque experimentation, un des parametres est modifie 
afin de determiner les caracteristiques cinetiques et pharmacologiques du transport 
de XA dans les cellules NCB-20. 

10 

Les conditions de transport sont mesur6es en fonction : 

> Du temps d'incubation : 

15 Ces experiences permettent de definir la cinetique du transport du XA. 

Pour chaque duree d'incubation choisie, on realise la mesure du transport sur 9 
boTtes de cellules NCB-20 avec Na + et sans Na + . Dix temps differents sont choisis: 
0-10-30 secondes et 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12 minutes. Quatre experiences differentes 
ont ete realisees. 

20 

^ De la concentration en f 3 H1XA : 

Cette experimentation permet de definir les parametres cinetiques que sont la 
vitesse maximum du transport (V m ) et la concentration de XA necessaire pour 
25 obtenir la moitie de cette Vitesse maximum (K m ). 

Pour chaque concentration de XA, on realise la mesure de son transport sur 9 
bottes de cellules NCB-20 avec Na + et 9 sans Na + . Sept concentrations differentes 
sont choisies: 1-5-12,5-25-50-100-200 pM. Quatre experiences distinctes ont 6te 
realisees. 



30 



WO 03/005038 



PCT/FR02/02337 



58 



DOSAGE DES PROTEINES 

Le dosage des prolines est realise en microplaque. La microplaque doit contenir le 
5 nombre de puits n6cessaire pour effectuer le dosage en double pour chaque boTte 
de culture et pour la gamme d'6taIonnage. 

Les cellules contenues dans le fond de chaque boTte de culture traitee est repris par 
1 ml d'eau bi-distill6e. Aprds plusieurs aspiration-refoulements pour d6coller tous 
les debris cellulaires et homogengiser la suspension. Deux prises d'essai de 20 pi 

10 en sont ensuite prelev6es et d6pos6es dans les puits de la microplaque. 

Un espace est r£serv6 pour la gamme de calibration comprise entre 0,032 et 2 
mg/ml. Chaque suspension de debris cellulaire est mesuree en double. 200 pi de 
r§actif (melange de 50 parties du r£actif A et d'une partie du reactif B) sont ensuite 
ajoutes dans chaque puits. Apr6s agitation la plaque est mise a incuber 30 min d 37 

15 °C. . 

COMPTAGE DE LA RADIOACTIVITE 

4 ml de scintillateur sont ajoutes dans les tubes contenant 900 pi de la suspension 
20 cellulaire obtenue. Le tube temoin est realist avec 900 pi d'eau bi-distillee, et les 
tubes permettant la mesure de ('activity specifique contiennent 10 pi des solutions 
radioactives utilises comme rgactif tors de la manipulation et 890 pi d'eau 
bidistill6e. Les tubes sont fermes, vortexes puis Iaiss6s une nuit d 4°C avant d'etre 
mesur§es dans le compteur & scintillation. Ce comptage permet de mesurer la 
25 quantity de radioactivity intracellulaire qui est directement proportionnelle £ la 
quantity de XA incorporS dans la cellule par transport passif ou actif. Pour obtenir la 
quantite de transport actif, il suffit de soustraire au transport total (Krebs avec Na + ) 
le transport passif (Krebs sans Na + ). 
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2) Resultats concernant le transport de XA 

La totality des calculs a 6t6 realises par ordinateur d Paide du programme Excel. 
Les rgsultats sont alors traduits sous forme graphique £ I'aide d'un autre 
5 programme Prism 3.0 qui nous permet 6galement le calcul des equations de droite 
et des statistiques. 

Les resultats sur le transport de XA dans les cellules NCB-20 en fonction du temps 
sont donnes figure 32. 

10 

Lors de I' etude du transport en fonction du temps d'incubation des cellules en 
presence de XA, on peut observer que les trois courbes ont une allure similaire. Le 
transport est augments d'environ 20% en presence de sodium. Les 3 courbes 
saturent & partir d f 1 minute environ, ce qui nous permet de definir le temps optimum 
15 de mesure du transport du XA dans les cellules NCB-20. Pour la suite des 
experiences, ce temps de 1 minute sera utilise. 

Les resultats du transport de XA dans les cellules NCB-20 en fonction de la 
concentration en [ 3 HJXA sont donn6s d la figure 33. 
20 La representation de Scatchard permet de determiner les paramdtres 
math6matiques du transport intracellulaire de XA soit un Km de 105 mM et une 
Vmax de 1229 pmoles/mg proteine/ minute. 

Lors de I'etude du transport de XA en fonction de la concentration de XA, on met en 
25 evidence une saturation du transport et done du transporter qui 
math6matiquement se traduit par la valeur de la vitesse maximale de transport 
Dans nos experiences, cette donn6e est de Vmax =1229 ± 440 pmoles/mg 
prolines . min. Une autre donn£e math6matique caract&ristique du transport est le 
Km qui repr6sente la concentration de XA n6cessaire pour une vitesse equivalente 
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a la moitie de la Vitesse maximale. Dans nos experimentations, le Km est de 105 ± 
81 mM. 

La concentration optimale en XA pour I'etude pharmacologique de cette molecule 
sera de 100 pM, ce qui correspond au Km qui a 6t6 determine. 

5 

Interference du transport de XA avec d'autres molecules endogfenes 

D'autres molecules endog6nes, susceptibles d'etre transportees par le transporter 
XA, ont 6t6 testees. De plus, pour mettre en Evidence le caractere energie- 
10 dependant de ce transport, nous avons bioqu6 la production d'energie cellulaire par 
le deoxyglucose qui inhibe la glycolyse. Les r6sultats figurent sur rhistogramme de 
la figure 34, en pourcentage de capture par reference au transport en presence de 
XA radioactif seul (=100 %), 

15 II s'avSre que le L-tryptophane, la L-tyrosine et I'acide kynur§nique sont de bons 
inhibiteurs du transport cellulaire du XA. II peut done Stre envisage que la capture 
neuronale de XA emprunte le transporteur d'acides amines neutres. La presence 
d'ions cuivre ou d'ions zinc dans le milieu potentialise de fagon tr£s significative le 
transport de XA (trois fois plus pour les ions cuivre). La presence du poison 

20 cellulaire 2-deoxyglucose diminue le transport d'environ 50%, ce qui indique que ce 
transport necessite une energie cellulaire intacte. 

3) Conclusions aux experiences de transport de XA 

25 Les diflSrerrtes experiences realis6es ont permis de mettre en evidence la presence 
d'un transport actif de XA dans les cellules NCB-20. Ce transport est un 
ph6nom£ne actif qui n6cessite la presence d'ions sodium dans le milieu r6actiorinel. 
Ce transport se caracterise par une cinetique assez rapide puisque la vitesse 
optimum se situe aux environ de 1 minute d'incubation. Les paramdtres cinetiques 

30 de ce transport actif ont 6te mesures et comportent une vitesse maximum de 1229 
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pmoles/mg proteines.min et un Km de 105 uM. Un certain nombre d'acides amines, 
dont le tryptophane et la tyrosine, inhibe ce transport, ce qui suggere que le 
transporter implique pourrait etre un transporteur neuronal pour les acides amines 
neutres et que le transport de XA interfere avec le transport d'acides amines 
5 essentiels pour la synthese des catecholamines et de la serotonine. Les composes 
synthetiques, ligands du recepteur XA, pourront §tre testes sur ce transporteur pour 
verifier leuns specificites. "■' 

9. Organisation et rdle du systeme XA dans la regulation de I'activite 
10 dopaminergique. 

1) Le XA est-il co-libere avec la dopamine au niveau des mimes 
terminaisons lors de la stimulation des noyaux dopaminergiques A9-A10 ? 

15 Pour repondre a cette question, on a etudie les modifications de la liberation de 
dopamine et de XA extracellulaire apres lesion des noyaux dopaminergiques a la 6- 
hydroxydopamine (6-OHDA). Cette lesion detruit en particulier les terminaisons 
dopaminergiques du cortex frontal. On a, d'autre part explore les modifications de 
liberation de glutamate et de GABA sous I'influence de XA pour essayer de 

20 comprendre la sequence des evenements menant a la modification de liberation de 
la dopamine au niveau frontal chez le rat. 

Protocole utilise : 

25 La voie dopaminergique mesencephalique a ete lesee de facon unilaterale par 
injection stereotaxique de 6-hydroxydopamlne hydrobromide (6-OHDA Hbr, Sigma) 
dans I'aire tegmentale ventrale (VTA) et dans la substance noire compacte (SNc). 
L'intervention a ete pratiquee dans un cadre stereotaxique (Narishige) stir des rats 
de souche Wistar sous anesthesie (Imalgene 100 mg / kg i.p.). La neurotoxirte (6- 

30 OHDA) a ete dissoute dans une solution de chlorure de sodium isotonique (NaCI 

i 
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0.9%) contenant 0.01% d'acide ascorbique a una concentration finale de 4pg de 
base libra / pi et 6 pg (1.5 pi / point d'injection) ont ete injectes en deux minutes en 
utilisant une canule d'injection en acier inox de diametre 20 G. En accord avec 
I'atlas de Paxinos et Watson, les coordonnees stereotaxiques utilisees sont 
5 exprimees en millimetres par rapport au bregma : AP : 2.3 ; ML : 0.5 ; DV : 8.7 mm 
et AP : 2.3 ; ML : 2.0 ; DV : 7.5 mm, respectivement pour le VTA et la SNc. La 
coordonnee dorso-ventrale a ete prise a partir de Cos cranien, les barres d'oreilles 
etant positionnees a 3,3 mm en dessous de la barre des incisives superieures. 
Apres rinjection totale du volume a la vitesse de 1ul / minute (pompe CMA 100) 
10 I'aiguille d'injection est restee en place une minute supplemental, afin de laisser 
s'effectuer la libra diffusion de la toxine autour du point d'injection. Les neurones 
noradrenergiques ont ete proteges de cette lesion par une injection prealable de 
desipramine a raison de 25 mg / kg i.p. au temps 45 minutes avant I'injection de 6- 
OHDA. 

15 

Selection des animaux 

Quatre semaines apr§s la tesion, les rats ont 6te testes apr§s administration sous- 
cutan6e d'un agoniste direct (apomorphine 0,1 et 1,0 mg / kg) et le nombre de 
20 rotations controlaterales (cdte oppose ^ la lesion) a ete enregistrg pendant 15 
minutes. Pour les rats I6s6s, le rdsultat a §t6 le suivant: 130 ± 45 tours / 15 
minutes, (n = 12 animaux). 

Six semaines aprds les injections dans I'aire tegmentaire ventrale et la substance 
noire compacte droites, les rats ayant donn6 satisfaction au comportement de 
rotations controlaterales induites par I'apomorphine ont 6t§ s6lectionnes et 
implantes pour effectuer les exp6riences de microdialyse. 

A la fin des experiences, les animaux utilises ont £te euthanasias. Le striatum et la 
region des noyaux m6senc6phaliques ipsilat6rale et controlaterale ont ete pr6leves 
et analys6s par HPLC pour leur teneur r6siduelle en dopamine. 



25 
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Les r6sultats exprim6s en pmoies / g de tissu frais + SEM (n=3) ont 6t6 les 
suivants : 

5 Striatum Ies6 : 261 ± 123 versus striatum intact 9140 ± 1413 (- 98% p = 0.0033) 
VTA - SNc I6s6 : 32 ± 31 versus VTA - SNc intact 563 ± 128 (- 95% p = 0.0157). 

Ceci indique que la l6sion des neurones dopaminergiques a 6te satisfaisante et 
qu'on observe une chute tr§s importante de la teneur en dopamine dii striatum et 
10 des noyaux dopaminergiques. 

Mesure de la liberation extracellulaire de la dopamine et de ses metabolites acres 
lesion neurotoxique des noyaux dopaminergiques mesencephaliques : 

15 

Les animaux Ies6s ont ete implantes (sonde de dialyse et electrode bipolaire), 
stimules electriquement au niveau du VTA (100 et 200 uA) et dialyses au niveau du 
cortex prefrontal / cingulaire anterieur suivant le meme protocole que celui d6ja 
decrit dans les experiences precedentes. 

20 

Parmi les parametres mesur6s (DA, DOPAC, HVA, XA et 5-HIAA), seuls le XA et le 
5-HIAA ont ete detectables sur les chromatogrammes. 

Les resultats obtenus montrent que la stimulation eiectrique (100 et 200 uA) du VTA 
25 apres lesion a la 6-OHDA des noyaux dopaminergiques (VTA et SNc) a pour 
consequence de provoquer une liberation frontale de XA (+ 151 ± 51% et + 667 ± 
115% pour respectivemment une stimulation de 100 uamperes et 200 uamp6res), 
accompagnee d'une liberation de 5-HIAA sans modification du niveau de la 
liberation de dopamine residuelle apres la lesion (DA, DOPAC et HVA). 
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Ces r6sultats d6montrent que XA et dopamine ne sont pas co-lib6r6s au niveau 
frontal, alors que le XA module la liberation de dopamine. XA est done Iib6r6 par 
des terminaisons probablement sp6cifiques et module la liberation de dopamine via 
des r6cepteurs localises au niveau des extr6mit6s dopaminergiques, soit au niveau 
5 des noyaux dopaminergiques eux-m§mes (VTA et SNc), soit enfin au niveau de 
terminaisons contnSlant la liberation de glutamate et/ou de GABA dans le cortex 
frontal. Les autoradiographies quantitatives ont montre Texistence de sites de 
fixation & haute affinity pour le XA, aussi blen dans le cortex frontal qu'au niveau 
des noyaux dopaminergiques du m&senc£phale. 

10 

2) Modification de la liberation extracellulaire frontale en glutamate 
(GLU) et en GABA apr£s retrodialyse de XA 20 \xM pendant 20 
minutes 

15 

L'objectif est ici de mettre en evidence une 6ventuelle modification de la liberation 
de glutamate et / ou de GABA par le XA. Ces modifications auraient ensuite une 
repercussion sur la liberation de dopamine. Dans cette hypothese, les sites 
r6cepteurs XA se trouveraient situ6s sur des neurones glutamate et / ou GABA du 
20 cortex frontal. 

a) Mesure des concentrations en acides amines libres dans les dialysats 

Les acides amines contenus dans 15 jul de dialysat ont ete separ6s en fonction de 
25 leur degr6 d'hydrophobicite par chromatographie liquids haute performance (HPLC) 
en phase inverse. Ce systeme comprend un degazeur (Waters In-Line Degasser), 
une pompe (Waters 626 Pump, Waters 600 S Controller), un collecteur-injecteur 
CMA/200 refrigere (Refrigerated Microsampler, CMA/microdialysis, Carnegie) muni 
d'une boucle de 51 une colonne nucleosil C18 (5 urn, 25 x 0,4 cm), un four 
30 (Waters), et un fluorimetre (Waters 470 scanning fluorescence detector). La phase 
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mobile 6tait constitute d'un gradient binaire entre une solution A : NaH 2 P0 4 (Roth) 
0,05 M 80% (pH 4.8 ajuste avec du NaOH 10 N), methanol 20% (Chromanorm, 
Prolabo); et une solution B : NaH 2 P0 4 0,05 M 20% (pH 4.8 ajuste avec du NaOH 10 
N), methanol 80% et THF 5%. La mesure du glutamate et du GABA a 6te effectu6e 
5 par detection fluorim6trique & 345 nm de longueur d'onde d'excitation et 455 nm de 
longueur d'onde d'6mission apres d£rivatisation. L'acquisition des 
chromatogrammes ainsi que Tanalyse quantitative des donnges ont 6t6 r6alisees & 
Taide du logiciel Mill&nium (Waters). 

La d Privatisation des Echantillons a 6te faite par melange de 15 jllI de dialysat avec 
to un volume de 15 pJ de la solution de d6rivatisation suivante: 7,5 mg d'o- 
phtaldiald6hyde (Sigma) dans 4,5 ml de tetraborate de Na 0,1 M pH 9.3, 500 jil de 
methanol et 10 nl d'acide 3-mercapt(H)ropionique (Sigma). L'elution a ete fixee a 
0,8 ml/min et 35°C suivant une succession d'etapes : 90% A et 10% B a 0 min; 40% 
A et 60% B a 15 min (gradient lineaire); 40% A et 60% B a 19 min (gradient 
15 isocratique); 0% A et 100% B a 19,1 min; 0% A et 100% B a 24 min (gradient 
isocratique); 90% A et 10% B a 24,1 min (gradient isocratique) et 90% A et 10% B a 
30 min La limite de detection pour le glutamate et le GABA dans nos echantillons a 
ete de 0,75 fmoles (0,05 pM). L'acide p-amino-isobutyrique (Sigma) a ete utilise 
comme standard interne. 

20 

Resultats obtenus : 

La retrodialyse de 20 pM de XA pendant 20 minutes au niveau du cortex frontal a 
pour consequence de provoquer une baisse immediate de la liberation de GLU de 
25 37% ± 1 pendant une dur§e de 90 minutes avant un retour progressif au niveau de 
base. Les resultats pr§sent6s en figures 35 et 36 sont exprim6s en % ± SEM (n=2). 
La valeur 100 % (Inmole / 20 p') repr6sente la moyenne de 4 echantillons 
cons6cutife avant stimulation. 

30 
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10. Repercussion de I'effet du stress induit par des chocs eiectriques 
intermittents sur la liberation de noradrenaline (NE) et de XA au niveau 
du cortex prefrontal median (CPF). 

5 Ce travail repose sur Thypoth6se que la noradrenaline (NE) pr6frontale provenant 
du locus coeruleus (A6) joue un rdle important dans les differences 
comportementales individuelles de reactivity au stress. Le noyau A6 pr6sentant un 
marquage de XA tritie sur les autoradiographies, nous avons voulu voir si la 
liberation frontale de XA pouvait §tre impliqu6e dans les mecanismes de stress 

10 induit par chocs eiectriques chez Panimal, 

L'activite locomotrice spontanee dans un nouvel environnement etant un indice 
oomportemental de r6activit6 vis-&-vis d'une situation stressante, nous avons 
seiectionne des « animaux r6pondeurs » qui avaient une r6ponse comportementale 
plus importante dans ce test. 

15 Les principals composantes de la reponse au stress etant la liberation extra- 
hypothalamique de CRH (corticotropine releasing hormone) provoquant une 
stimulation de la tyrosine hydroxylase (TH) entratnant une augmentation de la 
noradrenaline au niveau du locus coerulerus et par consequent une augmentation 
de la liberation de NE au niveau des terminates (cortex prefrontal, I'amygdale et 

20 gyrus dente). 

Protocole utilise: 

1) Selection des animaux dans repreuve du « champ ouvert » : 

25 Nombre de carreaux franchis dans une session de 5 minutes : 55.08 ± 22.6 (6.53) 
Moyenne ± SD (SEM) n = 12 rats de 350 g. de souche Wistar. 

2) Stress et quantification neurochimique : 

Le stress a ete induit par des chocs eiectriques intermittents au niveau des partes a 
30 raison de 1 choc de 0,3 mA / min pendant 20 minutes. 
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La liberation de noradrenaline au niveau du cortex prefrontal a 6t6 mesun6e en 
utilisant la technique de microdialyse intrac6r6brale sur animal vigile couplee £ un 
systeme de chromatographie liquide a haute performance d detection 
eiectrochimique. 

5 ■ - , 

Resultats: 

Les r6sultats sont clonn6s £ ia figure 37. 

Pendant la duree du stress induit par des chocs eiectriques intermittents de 300 pA 
d'une dur6e de 1 seconde / min, pendant 20 min, la noradrenaline prefrontale a 
10 augments de +151 % par rapport d sa liberation basale et celle du XA de +250 %. 

Cette etude montre que la noradrenaline et XA sont lib£res simultanement dans le 
cortex frontal de Panimal stresse. Le XA libere peut repr6senter une reaction 
d'adaptation au stress et Padministration d'agonistes du recepteur XA dans des 
15 situations de stress pourrait representor une nouvelle solution therapeutique, 
d'autant plus que la dopamine liberee est tr£s faible et que le XA et les agonistes du 
recepteur XA augmente cette liberation. 

20 H.Caracterisatlons neuropharmacologiques des activites antagonistes au 
niveau du recepteur XA : etude d'un antagoniste intitule NCS-486. 

1) Etude des stereotypies dopaminergiques induites par Finjection 
intracerebrale de XA et reversion par un antagoniste NCS-486. 

25 

Les « stereotypies » sont des mouvements involontaires effectues par I'animal 
apres administration d'agonistes dopaminergiques directs (apomorphine) ou 
indirects (amphetamine). 
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Ces comportements stereotypes sont les suivants: lechages, machonhements, 
hyperlocomotion, exploration, redressements, toilettages, enfouissements, 
etirements et reniflements. 

5 Effets de I'acide xanthur6nique 

Les injections intrac6r6brales de XA au niveau du striatum, du VTA, des ventricules 
lateraux ou du noyau accumbens, induisent des stereotypies dont Pintensite est 
proportionnelle £ la dose injectee (2, 10, 50, 100 et 150 pg / rat). Ces 
10 comportements apparaissent deux minutes apres injection intracerebral et durent 
entre 30 et 40 minutes, line heure apres la disparition de celles-ci, ces stereotypies 
peuvent etre reproduces par une nouvelle injection. 

Apres lesion neurotoxique des noyaux mesenc6phaliques (A 9 -A 10 ) & la 6-OHDA, 
Tinjection de 25 mg / kg (i.p.) de XA ne modifie pas le nombre de rotations 
15 contralaterals induites par 0.1 mg / kg (s.c.) d'apomorphine. De la mSmemamere, 
25 mg / kg de XA ne modifie pas le nombre de rotations ipsilaterales induites par 
Padministration d'amphetamine. 

Effets du NCS-486 sur les stereotypies induites par le XA, Papomorphine ou 
20 Pamph6tamine : 

2 pg/rat (Lev.) de NCS-486 antagonisent totalement les stereotypies induites par 2 
pg de XA (Lev.), alors que Pinjection de NCS-486 seule (2 pg i.c.v.) ne modifie 
nullement le comportement de Panimal. 
25 Injecte (i .p) ou (Lev.) le NCS-486 n'antagonise pas les stereotypies induites par 0.5 
mg / kg (s.c) d'apomorphine. Par contre, le NCS-486, a la dose de 200 mg / kg Lp, 
injecte 30 minutes avant le XA 2 pg / rat Lev. supprime ou reduit fortement 
Papparition des stereotypies. 
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2) Etude du NCS-486 sur I'activite gen6rale de I'animal mesuree dans le 
test de « I'openfield » et reversion de la sedation induite par le XA. 

Cette 6tude a montr§ qu'une heure aprds administration du NCS-486 (100 mg / kg 
5 p.o) celui-ci provoquait une hyperactivite de I'animal. De plus, le, NCS-486 6tait 
capable d'antagoniser la sedation induite par une injection de 100 mg / kg (i.p.) de 
XA. 

Les r6sultats obtenus sont rassembl&s dans le tableau suivant : 



Items 


Temoins 


Traites NCS-486 


Variations en % 


Toilettages 


1 ±1 


3±1 




Sauts 


1 ±2 


2±2 




Redressements 


20 ±14 


32±1 




Carreaux totaux 


55 ±37 


143 ±2** 


+ 260 


Carreaux externes 


51 ±33 


128 ±21* 


+ 251 


Carreaux internes 


4±4 


14 ±1* 


+ 350 • 


Defecations 


2±1 


0 





Les r6sultats sont exprimSs sous forme de moyenne ± SD (n=4 rats / groupe) 
Test de Student : * p < 0.05 ; ** p < 0.01 

Recherche d'une reversion de la sedation induite par radministration de XA 100 mg 
15 /kg (i.p) 

Les r6sultats obtenus sont rassembl6s dans le tableau suivant : 



Items 


Temoins 


XA100mg/kg 
(i.p.) 


XA 100 mg/kg (i.p.) + ND-7002 
100mg/kg(peros) 


Toilettages 


4±1 


4±2 


4±1 


Redressements 


66 ±4 


37 ±14 


51 ±11 


Carreaux totaux 


193 ± 22 


110±25* 


182±15 


Carreaux externes 


153 ±18 


91 ±17* 


148 ±15 


Carreaux internes 


39 ±9 


19±6 


34±8 



Les r6sultats sont exprim6s sous forme de moyenne ± SEM (n=4 rats / groupe). 



r 
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Test de Student : * p < 0.05 



12. Ca racterisations des activites neuropharmacologiques de ligands se 
5 fixant sur le site allosterique pour I'acide kynurenique, partie integrante 

du site recepteur de XA : exemple d'un compose, intitule ND-7000, 
derive de I'acide xanthur6nique ou de I'acide kynurenique. 

Effets du ND-7000 sur les stereotypies induites par le XA. 

10 

Le ND-7000 injecte par voie intra-c6r§broventriculaire & la dose de 20 pg / rat, 
n'induit aucune stereotypic chez ranimal. A la dose de 50 pg/animal, le ND-7000 
fait apparaTtre une sedation importante. En revanche, une injection simultan£e de 
10 pg de ND-7000 et de 10 pg de XA fait apparaTtre des stereotypies. Une dose de 
15 25 pg de ND-7000 + 25 pg de XA potentialise tr£s nettement les stereotypies 
(toilettages) et diminue le temps de latence d'apparition de ces mouvements 
involontaires (2 min au lieu de 5 min). 

20 Etude du ND-7000 sur I'activite generate de ranimal dans le test de « I'openfield » 

Le test, d'une dur6e d'observation de 15 minutes, a 6te effectu6 30 minutes apr6s 
injection du produit £ la dose de 100 ou 200 mg / kg (per os). 
Aux deux doses £tudi£es nous observons une diminution de Tactivite globale des 
25 animaux qui est proportionnelle d la dose de produit injecte. 

Les r£sultats obtenus sont rassemb!6s dans le tableau suivant : 



Items 


Temoins 


100 mg/kg (i.p.) 


200 mg/kg (i.p.) 


Toilettages 


5±4 


3±2 


4±2 
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Redressements 


53 ±12 


30 ±6 (-44%) 


20 ± 9 (-63%) 


Carreaux totaux 


215 ±24 


146 ±15 (-33%) 


106 ±22 (-51%) 


Carreaux extemes 


188±35 


129 ±11 (-32%) 


97 ± 23 (-49%) 


Carreaux internes 


27 ±13 


17 ±8 (-38%) 


9 ± 7 (-68%) 



Les r6sultats sont exprim6s sous forme de moyenne ± SD (n=5 rats/groupe). 



Administr6 a la dose de 100 d 200 mg / kg (per os), le ND-7000 n'induit pas de 
5 catalepsie et ne modifie pas les activites reflexes mesur6es dans des tests sensori- 
moteurs. 

Uactographie obtenue avec administration de ND-7000 § 100 mg / kg per os (PO) 
est representee k la figure 38. 

10 

En conclusion, les effets de ND-7000 sur les activites dopaminergiques cerebrates 
induite par XA et sur la r6activit6 globale de I'animal mesur6e dans I'open-field, sont 
en faveur de la potentialisation par ce produit de la fixation de XA sur son site 
rdcepteur. Ces r6sultats confirment les 6tudes de binding qui montraient une forte 

15 augmentation de la fixation de XA sur son site recepteur en pr6sence de ND-7000. 
Ces experiences confirment au niveau pharmacologique, Texistence d'une autre 
voie pour potentialiser les effets de Xa. II s'agit des ligands synthetiques se fixant 
sur le site allost6rique. On peut imaginer 6galement des effecteurs allosteriques 
n6gatifs, antagoniste du binding de ND-7000 et des d6riv6s de Tacide kynur6nique, 

20 qui diminueraient Tactivit6 de XA en diminuant sa fixation sur son site recepteur. 
Ceci repr6sente une nouvelle voie de recherche pour la synthase de ligands 
originaux. 

25 13.Un exemple de ligand agoniste du recepteur XA, d§rive de Tacide 
xanthur6nique, intituI6 le ND-1 301 
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Le ND-1301 a 6t6 choisi pour illustrer la s6rie des ligands agonistes du r6cepteur 
XA. Cette substance d§place le XA radioactif de son site avec une bonne affinite et 
induit une forte rgponse 6lectrophysiologique aprds 6tude en patch-clamp sur des 
cellules NCB-20. Le ND-1301, administr6 per os d I'animal, module §galement les 
5 taux de dopamine tissulaire cer6braux, comma I'indiquent les resultats ci-dessous. 

L'effet dose/r6ponse aprte administration (P.O.) de ND-1301 sur la dopamine 
tissulaire dans diff6rentes regions c6r6brales est donn§ d la figure 39. 



10 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de selection, identification ou caracterisation de composes, comprenant 
la mise en contact in vitro ou ex vivo d'un compose test avec une cellule ou une 

5 preparation membranaire naturelle ou synthetique exprimant une molecule cible 
impliqu6e dans I'activite de I'acide xanthurenique, et la mise en evidence d'une 
liaison du compose test a ladite molecule. 

V " "'• •• • '• 

2. Methode selon la revendication 1, comprenant la mise en contact d'un compost 
10 test avec une cellule (ou une preparation membranaire naturelle ou synthetique) 

exprimant une molecule cible impliquee dans I'activite de I'acide xanthurenique, en 
presence d'un ligand marque de ladite cible, et la mise en evidence d'une liaison du 
compose test par determination du defacement de la liaison du ligand marque. 

15 3. Methode selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la molecule cible 
est le recepteur du XA, une enzyme de synthese du XA, un transporter du XA ou 
un fragment de ceux-ci. 

4. Methode selon la revendication 3, comprenant la mise en contact d'un compose 
20 test avec une cellule (ou une preparation membranaire naturelle ou synthetique) 

exprimant un recepteur £ I'acide xanthurenique et la mise en evidence d'une liaison 
du compose test au recepteur. 

5. Methode de selection, identification ou caract6risation de composes, comprenant 
25 la mise en contact d'un compose test avec une cellule exprimant une molecule cible 

impliqu6e dans I'activite de I'acide xanthurenique, et la mise en evidence d'un effet 
biologique ou pharmacologique caracteristique d'une liaison du compose test £ 
ladite molecule cible. 
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6. M6thode selon la revendication 5, caract6ris6e en ce que I'effet biologique ou 
pharmacologique mesur6 est r expression d'une ou plusieurs prolines cellulaires, 
Texpression d'un r6cepteur, I'activation d'un g£ne, Pintemalisation du recepteur, 
rapparition d'un courant eiectrique, d'un flux ou d'un influx d'ions. 

5 

7. M6thode selon la revendication 5 ou 6, comprenant la mise en contact d'un 
compose test avec une cellule exprimant un recepteur a Pacide xanthurtmique, 
en presence d'un ligand dudit recepteur, la mesure d'un effet biologique ou 
pharmacologique caracteristique d'une liaison au recepteur XA et la 

10 comparaison de Peffet mesur6 £ celui obtenu en I'absence de compost test. 

8. M6thode de selection, identification ou caracterisation de composes, 
comprenant : 

- la mise en contact d'un compose test avec une molecule cible impliquee 
15 dans I'activite du XA, par exemple une enzyme de synthase ou de 

regulation, un transporteur, un recepteur, ou un fragment de ceux-ci, et 

- la determination de la liaison eventuelle dudit compost test sur ladite 
molecule. 

20 9. Methods selon la revendication 8, caracteris6e en ce que la liaison du 
compose test est mise en evidence par migration sur gel, electrophorese, FRET 
SPA ou par determination du d6placement d'un ligand marque par le compose 
test. 

25 10. Proced6 de production d'un compose actif, notamment sur le systeme nerveux, 
le proc6de comprenant : 

- la determination de la capacite d'un compose a moduler I'activite de 
XA in vitro ou ex vivo, et 

- la synthase dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci. 

30 
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11. Proc6de de production d'un modulateur de XA, le proc6d6 comprenant : 

- la mise en contact d'un compose avec une molecule cible impliqu6e 
dans Tactivation du XA, 

- la determination d'un effet du compose sur la molecule cible, ledit effet 
5 indiquant que le compost est un modulateur de XA, et 

- la synthase dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci. 

12. Precede de production d'un medicament comprenant un compose actlf, 
notamment sur le systeme nerveux, le proc6d6 comprenant : 

10 - la determination de la capacity d'un compose £ moduler Pactivite de 

XA in vitro ou ex vivo, et 

- le melange dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci avec 
un v6hicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

15 13. Proc6d6 de production d'un medicament comprenant un compose modulateur 
de XA, le proc6d6 comprenant : 

- la mise en contact d'un compost avec une molecule cible impliqu6e 
dans Tactivation du XA, 

- la determination d'un effet du compose sur la molecule cible, ledit effet 
20 indiquant que le compose est un modulateur de XA, et 

- le melange dudit compose ou d'un analogue structural de celui-ci avec 
un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

14. Utilisation d'un compose modulant Pactivite de Pacide xanthur6nique pour la 
25 preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies du systeme 

nerveux. 

15. Utilisation selon la revendication 14, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de I'anxiete. 
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16. Utilisation seloh la revendication 14, pour la preparation cPun medicament 
destine au traitement de la depression. 

17. Utilisation selon la revendication 14, pour la preparation d'un medicament 
5 destine au traitement de troubles de la memoire ou des interactions sociales. 

18. Utilisation selon la revendication 14, pour la preparation d'un medicament 
sedatif et/ou hypnotique. 

10 19. Utilisation selon la revendication 14, pour la preparation d'un medicament 
destine & moduler Taction dopaminergique. 

20. Utilisation d'un compose moduiant I'activite de I'acide xanthur6nique pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement de maladies 
15 neurodegeneratives, notamment de la maladie de Parkinson, d'Alzheimer ou de 
I'ALS, ou de maladies mentales, telles que la schizophrenie, ou encore de la 
d6pendance a certaines drogues, notamment aux opiacees. 
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Les revendl cat ions couvrent tous les composes presentant cette 
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fondement au sens de TArtlcle 6 PCT et/ou un expose au sens de TArtlcle 
5 PCT que pour un nombre tres Urnlte de ces composes. 
Dans le cas present, les re vendi cations manquent de fondement et la 
demande manque d* expose a un point tel qu'une recherche significative est 
impossible. En consequence, la recherche n'a §te effectuee que pour les 
composes suivants d§cr1ts dans la description comme modulateur de 
Tactivlte de l'aclde xanthurenique: tetrodoxlne (page 27), les 1ons 
potassium et la vSratrlne (page 26). Les agonlstes NCS-482, ND-1301 et 
Tantagoniste NCS-486 et le compost ND-7000 n'ont pas et4 recherches, 
etant donne que leur denominations ne sont pas general ement connues dans 
le domalne scientlflque et que par consequent 11 n'est pas clair de quels 
composes 11 s'aglt. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendl cations, 
ou des parties de revendl cations, ayant trait aux Inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a §te etabU ne peuvent falre 
obUgatolrement Vobjet d'un rapport prelimlnalre d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le dSposant est averti que la Hgne de conduite adoptee par TOEB 
aglssant en quallte d' administration chargee de Texamen prelimlnaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminalre sur un sujet n'ayant pas fait Vobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera InchangSe, Independamment du fait que les revendlcations 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit aprds la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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*A a document definissant retat general de la technique, non 

considere comrne particuUeremerit pertinent 
"E" document anterieur, mais pubiie a la date da depot International 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revencQcatlon de 

priorfie ou cft§ pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison spedale (telle qu'incffquee) 
"O" document se referant a une divulgation oraie, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P* document pubiie avant la date de depot international, mais 
posterteurement a la date de prtorite revendiquee 



T document ulterteur pubiie apres la date de depot International ou la 
date de prtorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le prfndpe 
ou la theorte constfluant la base de Chventlon 

■X" document partlcullerement pertinent; rinven tion revendiquee ne peut 
etre consfaeree comma nouvelle ou comrne impliquant une actlvlte 
inventive par rapport au document considere tsolement 

"V document partlcullerement pertinent; rinven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comrne Impliquant une actlvlte Inventive 
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documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 
document qui fait partie de la meme Tamil te de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ate effectivement achevee 

27 novembre 2002 


Date <f expedfUon du present rapport de recherche Internationale 

05/12/2002 


Nom et adresse po stale de r administration chargee de la recherche Internationale 

Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentiaan 2 

NL-2280HVRi]swfp< 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Fax (+31-70)340-3016 


Fonctlonnalre autorise 

Tuynman, A 



Fomujtalre PCT/1SA/21 0 (deuxi&mo feutTJo) Qufltet 1892) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Cgfcmde Internationale No 

PCT/FR 02/02337 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric 0 Identification des documents cites, avec,le cas echeant, Hndlcatlondes 
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no. des revendicatlons visees 



MILLER DAVID W ET AL: "Role of 
high-affinity dopamine uptake and Impulse 
activity 1n the appearance of 
extracellular dopamine 1n striatum after 
administration of exogenous L-DOPA: 
Studies 1n intact and 
6-hydroxydopamine-treated rats." 
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vol. 72, no. 4, avrll 1999 (1999-04), 
pages 1516-1522, XP008003959 
ISSN: 0022-3042 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



bmande Internationale n° 
PCT/FR 02/02337 



Cadre I Observations - torsqu'il a 6t6 estime que certalnes revendlcatlons ne pouvaient pas faire I'objet d'une rechercl 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 

Conformement a rarttele 1 75)a), certaines revindications n'ont pas fait Pobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. Les revendications n°* • v > 'r 

1 — 1 se rapportent a un ob]et a I'egard duquel I'adminlstration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoin' 



2. * Les revencflcations n 08 " 

— se rapportent a des partes de la demande Internationale qui ne remplissent pas sufflsamment les conditions prescrites pour 
qtfune recherche significative puisse §tre effectuee, en particuHer: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



Les revencficatlons n 08 

— sont des revencflcations dependantes et ne sont pas r6digees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4a). 



Cadre II Observations - lorsqu'll y a absence d'unite de I'inventlon (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'adrninlstration charges de la recherche Internationale a trouve piusleurs inventions dans la demande Internationale, a savoin 



1 . I I Comma toutes les taxes addltlonnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
■ — 1 Internationale porta sur toutes les revendlcatlons pouvant faire Pobjet d'une recherche. 

2. ED Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prevalent ont pu etre effectuees sans effort partlculier 

justifiant une taxe addition nelle, {'administration n'a solllcite ie paiement cfaucune taxe de cette nature. 



□ Comme une parte seulement des taxes additionnelies demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendlcatlons pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 03 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche Internationale ne porte que subinvention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 



Remarque quant a la reserve [^J Les taxes additionnelies etalent accompagnees cfune reserve de la part du deposa 

| [ Le paiement des taxes additionnelies n'etalt assort! cTaucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Demands Internationale No. PCTyFR 02 J02337 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendi cations 14-20 presentes ont trait a des composes definis en 
falsant reference a une caract6rist1que ou proprlete souhaitable, a 
savoir de moduler Tactlvite de Tactde xanthurenlque. 
Les revendi cations couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristlque ou proprlete, alors que la demande ne fournlt un 
fondement au sens de 1 'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de T Article 
5 PCT que pour un nombre tres limite de ces composes. 
Dans le cas present, les revendi cations manquent de fondement et la 
demande manque d' expose a un point tel qu'une recherche significative est 
impossible. En consequence, la recherche n'a ete effectuee que pour les ^ 
composes sulvants d6cr1ts dans la description comme modulateur de 
Vactivlte de Tacide xanthurenique: tetrodoxine (page 27), les 1ons 
potassium et la veratrine (page 26). Les agonistes NCS-482, ND-1301 et } 
Tantagoniste NCS-486 et le compose ND-700Q n'ont pas eU recherch§s, 
etant donne que leur denominations ne sont pas general ement connues dans \ 
le domaine scientifique et que par consequent 11 n'est pas clair de quels 
composes 11 s'aglt. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendi cations, 
ou des parties de revendi cat ions, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabU ne peuvent faire 
obllgatoirement Vobjet d'un rapport prelimlnaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par VOEB 
agissant en qualite d* administration chargee de Texamen prelimlnaire 
international est, normalement, de ne pas proceder a un examen 
preliminalre sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, Independamment du fait que les revendi cations 
aient ou n'alent pas ete modi flees, solt aprds la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapltre II. 
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